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RESUMEN

Implicancias Farmacéuticas de la Conjugaciéon de Péptidos a Nanoparticulas de
Oro: efectos sobre la interaccion con proteinas plasmaticas, la estabilidad, la

toxicidad y la biodistribucion.

Al exponer diferentes Nanomateriales (NM) al plasma sanguineo estos son
reconocidos por biomoléculas, formandose una nano-bio interface denominada corona
de proteinas (CP), en la que se observan interacciones dinamicas debido a que los
ambientes bioldgicos son transitorios y no homogéneos. Dichas interacciones pueden
ser claves en la modulacion de la biodistribucion, eliminacion, de las respuestas
inmunes y de la metabolizacion de los NM. En este contexto se propone que la
naturaleza de los NM influiran sobre las interacciones inespecificas con los
componentes biolégicos, esperandose a futuro poder regular dichas interacciones segun
los intereses farmacéuticos.

En este proyecto de tesis se han obtenido conjugados de nanoparticulas metalicas
de oro (NpO) con péptidos como CLPFFD formando el conjugado NpO-CLPFFD,
utilizados para destruir agregados proteicos amiloides (AB) involucrados en la
Enfermedad de Alzheimer (EA) mediante la aplicacion de radiacion electromagnética.
Dado que in vivo el conjugado NpO-CLPFFD llega en una muy baja proporcién al
cerebro respecto de la dosis inyectada (DI) se incorporé la secuencia peptidica
THRPPMWSPVWP (THR), reconocida por el receptor de transferrina presente en la
Barrera Hematoencefalica (BHE) con el fin de favorecer la transcitosis y el ingreso al
sistema nervioso central. Es importante mencionar que una caracteristica comun de los
conjugados es su gran acumulacion en higado y bazo, afectando asi la llegada al
cerebro. Esta elevada acumulacién asi como la penetracion a través de la BHE esta
relacionada con la formacion de la CP que se forma al ponerse en contacto las

nanoparticulas con el plasma. Por lo cual, en este trabajo se realizé una caracterizacion
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de la CP con el fin de comprender su posible influencia sobre el comportamiento
farmacocinético de las NpO. Es asi que se evalu6 como la CP formada sobre los
conjugados NpO péptidos puede modificarse tras incorporar secuencias peptidicas
como THRPPMWSPVWP, CALNN o Cpeg a CLPFFD

En el desarrollo de esta tesis nanoesferas de oro (NE) se conjugaron con los
péptidos CLPFFD, CALNNLPFFD, C-PEG-LPFFD, CALNN, C-PEG y
THRPPMWSPVWPCLPFF (THRCLPFFD) y Nanovarillas de oro (NV) se conjugaron con
CLPFFD. Los conjugados se caracterizaron por Espectroscopia UV-Vis, TEM, DLS, XPS
y AAA y luego se emplearon para realizar estudios in vitro e in vivo. Posteriormente, los
conjugados fueron incubados in vitro con plasma humano, evaluandose la estabilidad de
los coloides por UV-Vis y el crecimiento del tamafio de las NpO por DLS debido a la
presencia de la CP. Las proteinas de la CP fueron separadas e identificadas por geles
SDS-Page, geles bidimensionales y por LC/MS/MS encontrando parametros de
comparacion entre los conjugados.

Las NpO conjugadas con los péptidos estudiados son especies coloidales estables
en el tiempo y la presencia de la CP produce un aumento del diametro hidrodinamico
que conlleva a estabilizacion estérica. Las proteinas que conforman la CP tienen
relacion directa con el destino de las mismas en el organismo. Asi proteinas detectadas
estarian asociadas al reconocimiento por el sistema fagocitico mononuclear (SFM), la
acumulacion en higado y bazo, como son las proteinas Ig, CO3, CO4, entre otras. Otras
proteinas como la ApoE y la albumina actuarian favoreciendo el pasaje a través de la
BHE tal como sucede con NE-THRCLPFFD y en menor proporcion con NE-CLPFFD. En
base a lo encontrado se recubrieron NE-CLPFFD y NE-THRCLPFFD con ApoE, para
luego realizar estudios in vivo, observandose que existe un aumento en la llegada al
cerebro. Esto indica la importancia de la naturaleza de las proteinas de la CP sobre la
distribucion de las NpO asi como también la posibilidad de poder modular la misma para

un eventual tratamiento basado en NpO.
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SUMMARY

Pharmaceutical implications of the Conjugation of peptides with Gold
Nanoparticles: effects on the interaction with plasma proteins, stability, cell

viability and biodistribution.

By exposing different Nanomaterials (NM) with plasma, they are recognized by
biomolecules conforming a nano-bio-interface called protein corona (CP), showing
dynamics interactions because the biological environment is transient and not
homogenous. These interactions could be the key in the modulation of the
biodistribution, elimination, immune response and metabolization of NM. Suggesting that
the features of NM has influence on non-specific interactions with biological components,
It is expected in the future that they can such interactions be regulated according the
pharmaceutical approach.

In this thesis were obtained conjugates of gold nanoparticles (NpO) with peptides as
CLPFFD (NpO-CLPFFD). This last sequence can recognize protein aggregates of [3-
amyloid involved in Alzheimer’s disease. Since in vivo the conjugates reach the brain in
very low proportion, it was proposed to incorporate the peptide sequence
THRPPMWSPVWP (THR), a sequence recognized by the transferrin receptors in
endothelial cells of the blood brain barrier (BHE) promoting transcytosis of nanoparticles.
However, we observed that all conjugates were accumulated in liver and spleen,
interfering with arriving to brain. Therefore, the study for the interactions of NpO with the
proteins conforming the CP helps us to understand and explain the pharmacokinetic
behavior all them. In this work nanospheres (NE) were conjugated with the peptides
CLPFFD, CALNNLPFFD, CpegLPFFD, CALNN, Cpeg and THRPPMWSPVWPCLPFFD
(THRCLPFFD) and NpO as nanorods (NV) were conjugated with CLPFFD. Each
conjugate obtained was characterized by UV-Vis spectroscopy, TEM, DLS, XPS and

AAA. Then the conjugates were used to studies in vitro e in vivo. Next these conjugates
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were incubated in vitro with human plasma, to evaluate the stability by UV-Vis, the size
effect by DLS and by TEM. Finally, the proteins of the CP were separated and identified
by electrophoresis SDS-PAGE and 2D, and by LC-MS/MS to find comparative
parameters between conjugates.

The results obtained show that these conjugates are stable colloidal species in the
time and the CP affects the diameter of the nanoparticles. A set of proteins found in the
CP could determine the destiny of this NpO to will take in the organism. Thus proteins
detected (as are the proteins Ig, CO3, CO4 and other) are associated with the
recognition by the mononuclear phagocytic system (SFM) and their accumulation in liver
and spleen. On the other proteins as ApoE or albumin that were detected in the CP of
NE-THRCLPFFD and NE-CLPFFD favor the passage through the blood brain barrier.

Finally, due to these results, to corroborate the approach from the ability to modify the
CP, we incubated NE-CLPFFD and NE-THRCLPFFD with ApoE, then these conjugates
were used in vivo, observing an enhancement in the penetration into the brain. This
indicates the importance of CP on distribution of NpO as well as the possibility of
modulating it to a possible drug treatment based on NpO addressed to the central

nervous system.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Generalidades.

En la actualidad el mayor desafio farmacéutico consiste en mejorar la accion selectiva de
los diversos principios activos, adquiriendo una mayor importancia la busqueda de nuevos
enfoques farmacéuticos que permitan una accion selectiva.l"' Es asi como el avance a nivel
mundial de la nanotecnologia (NT) ha llevado al desarrollo y uso de una gran cantidad de
nanomateriales (NM) con potenciales aplicaciones en areas farmacéuticas y médicas.™

Para que una terapia sea efectiva es necesario que el farmaco llegue al sitio de accion,
siendo uno de los grandes desafios farmacéuticos el de obtener formulaciones que faciliten
su llegada al blanco terapéutico. Para lograr este propoésito pueden emplearse NM para la
entrega de farmacos ya que los mismos poseen un tamafio similar a la mayoria de
moléculas y estructuras bioldgicas, permitiendo una interaccion efectiva con los sitios de
interés. Como ejemplo, puede mencionarse el uso de nanoparticulas (NP) formadas por
polimeros, dendrimeros, metales o lipidos (liposomas) que son efectivas para transportar
drogas hacia diferentes sitios de accion.”! Otra de las aplicaciones interesantes de los NM
es la denominada fototermia para lograr una especie de “cirugia molecular” en la que se
destruya selectivamente el blanco terapeutico y no tejidos aledafios sanos.

Para los NM aun sigue sin conocerse a fondo el impacto que estos pueden tener en la
salud, debido a que su interaccion con los sistemas bioldgicos es muy compleja por la gran
cantidad de interacciones con biomoléculas y células estableciendo una serie de interfaces
biolégicas dependientes de las interacciones bio-fisicoquimicas. Dichas interacciones
pueden regular la biodistribucidn, aclaramiento, respuesta inmune y metabolismo de los
NM, procesos que pueden llevarlos a ser biocompatibles o bioadversos. Asimismo, se debe

considerar que estas interacciones pueden llevar a cambios estructurales de biomoléculas,



transformaciones de fase, liberacién de energia libre, reestructuracién y disolucion en la
superficie de los NM.¥! Liegar a comprender la relacién entre las propiedades fisicas y
quimicas de los NM y su conducta in vivo, contribuira a interpretar su comportamiento

biolégico y asi lograr una entrega selectiva.”

1.2. Nanomateriales y fototermia, posibles aplicaciones en salud.

Las nanoparticulas de oro (NpO) han emergido como un atractivo candidato para la
entrega de farmacos o como vectores de genes en terapia génica.®! Al ser tan pequefias
tienen la propiedad de difundir a través de barreras bioldgicas, pudiendo llegar al sitio de
interés (Figura 1.A).”! Por otra parte, las NpO pueden absorber energia de forma eficaz
mediante la aplicacién de campos magnéticos oscilantes o de radiacidén electromagnética y
disiparla localmente (nanométricamente) como calor (Figura 1.B)."! Este efecto puede
conducir a una especie de “cirugia molecular’ que afecta localmente a la diana terapéutica y
no a tejidos aledafios sanos.”! Este principio es utilizado para el tratamiento local de
algunos tumores cancerigenos,™ " ® asi como también podria aplicarse a la desagregacion
de agregados toxicos (AT) involucrados en enfermedades neurodegenerativas.® En nuestro
laboratorio se desarrollan NM para terapias de diferentes patologias como Alzheimer y
Cancer. Para que los mismos sean efectivos deben ser estables, de baja toxicidad y
ademas llegar selectivamente a la diana terapéutica lo cual es crucial desde un punto de
vista farmacéutico.

En este contexto puede mencionarse el uso de NpO de diversas formas como
Nanoesferas (NE) y Nanovarillas (NV) para la destruccién de AT proteicos de la proteina 3-
amiloide (AT-AB) involucrados en patologias como la enfermedad de Alzheimer (EA).* *En
nuestro laboratorio se demostré6 que es posible destruir AT-AB mediante el uso de NpO

luego de una irradiacion con microondas de muy baja potencia (Figura 2).[6] Sin embargo,



para que una terapia basada en NpO pueda ser efectiva las mismas deben dirigirse hacia

los AT- AB presentes en cerebro.

Entrega de genes\ %ntrega de farmacos

Nireccionalidad

Figura 1: A) Potenciales aplicaciones de NpO en aplicaciones farmacéuticas.” B) Absorcién y

Terapia
fototérmica

disipacion local de la energia hacia moléculas unidas a las NpO y no hacia moléculas libres.
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Figura 2: Destruccion in vitro de AT-AB involucrados en la EA utilizando NpO.[GJ

Asimismo, para terapia y diagnéstico de diferentes patologias se ha propuesto el uso de
NV, ® que absorben energia en el rango del infrarrojo cercano (a diferencia de las NE que
absorben en el visible), siendo esta region transparente para la mayoria de los tejidos del
organismo con una penetracion de hasta varios cm, facilitdndose de esta manera el proceso

de irradiacién y absorcion de energia por parte de las nanoparticulas.!"”!



1.2.1. Obtencién de NE y NV para fines biolégicos.

Existen numerosos protocolos de obtencion de NpO dependiendo del tamafio y la forma
que se pretenda obtener. Dependiendo de la forma y del tamafo de la particula se
producen cambios en la RPS lo que se refleja en variaciones en la coloracion,!'" Para
obtener Nanoesferas (NE), uno de los métodos mas utilizado es la sintesis quimica
mediante la reduccion de una sal aurica (AuCly’) con citrato de sodio en presencia de calor,
descrito inicialmente por Turkevich y cols.'"? y modificado por Levy y cols.”! Las NE
obtenidas poseen una gran homogeneidad y presentan tamafios homogéneos que pueden
variar desde los 7 a los 100nm de diametro lo que es dependiente de la relacion de
citrato/HAuCl, empleada en la sintesis. En la formacion de las NE se genera un centro
tedrico de nucleacion, que adsorbe capas sucesivas de oro hasta alcanzar el tamafio
esperado." La estabilidad de las nanoparticulas obtenidas esta dada por el recubrimiento
de las NE con el citrato en solucién, debido al alto potencial de superficie que éste posee.["”!
En la Figura 3 se observa la formacion de un centro tedrico de nucleacion, sobre el cual se
adsorberian capas sucesivas de atomos de Au (precipita Au® sobre los nucleos debido a la

sobresaturacion de la solucién), hasta alcanzar el tamafio de particula esperado.!"®

Nucleacion
@ Citrato 4 o .
de sodio o .,
Reaccién y oo | =< J_\ _ Sobresaturacién
HAUCI4 P.edok’ 'i' -»> a2 5
Temperatura . Crecimiento
A0, e
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Centro teodrico y

Au +3*

de nucleacion Tiempo
Adicién de reductor

Figura 3: A) Modelo de formaciéon de una NE a partir de una sintesis quimica (por Redox). Se
esquematiza la formacién de un centro tedérico de nucleacién sobre el cual se adsorberian los atomos de
oro para dar origen a las NpO. Obtenido desde Referencia [16]. B) Simulacién de la Nucleacién y

crecimiento de las NE en el tiempo.



Para el caso de las Nanovarillas de oro (NV) existen varias formas de obtencion, se han
descrito métodos electroquimicos utilizando celdas sumergidas en el surfactante catiénico
CTAB (Bromuro de cetil-tri-metil-amonio) como electrolito soporte y estabilizador e inductor
de la forma de las NV y el co-surfactante TCAB (bromuro de tetra-octil-amonio) que ayuda a
la formacion de micelas de CTAB para controlar la forma de las NV.!"! Otros métodos
consisten en la deposiciéon de oro electroquimicamente sobre poros de una membrana de
policarbonato o alimina que actian como moldes que inducen la formacién de las
mismas.!"® ' Sin duda la forma mas usada de obtencién de NV es el método quimico de
sintesis de crecimiento mediada por nucleos descrita inicialmente en el afo 1989 y

s.?%2IE| inconveniente de este protocolo es la alta

adaptado en el aino 2001 por Jana y col
cantidad de NE como contaminantes, a lo cual en el afio 2003 Nikoobakht y El-Sayed
desarrollaron una variacion del método en la primera etapa consistente en la formacion de
los nucleos. Este método consiste en la preparacion de nucleos de oro de diametros de 3 a
5nm, obtenidos por la reduccion de HAuCl, utilizando para esto el agente reductor NaBH, y
como estabilizador CTAB. Luego que los nucleos son obtenidos se agregan a una solucién
de crecimiento que contiene CTAB como surfactante e inductor de la forma en presencia de
AgNOs; y 4cido ascorbico como reductor débil enlenteciendo el proceso de reduccion. Este
ultimo reduce el Au™ a Au* y luego la reacciéon de Au*a Au® es catalizada por los nuicleos
para dar origen a la NV. El CTAB, como se mencioné anteriormente, induce la forma de
varilla y estabiliza a la NV frente a la agregacion coloidal. EI AgNO; es utilizado para
controlar la relacién de aspecto de las NV y los nucleos preparados en una primera etapa
se utilizan como centros de nucleacion de la NV. La modificacion dada en los nucleos
consistid en reemplazar citrato por CTAB puesto que se podria unir a distintas caras

cristalograficas de los nucleos permitiendo la interaccion mas eficiente en la solucion de

crecimiento con el cristal en formacién. En los ultimos afos diferentes autores han ido



generando mejoras a la sintesis de NV descrita. Por ejemplo la adicién de HCI a la solucion
lo cual lleva a un mejor control de la relacién de aspecto posiblemente debido a que
disminuye el poder reductor controlando mejor la formaciéon de la NV.** Es necesario
considerar que la sintesis de NV resulta sensible a muchos factores que afectan la
obtencion reproducible de las mismas; estos son temperatura, agitacion, tiempo de

reaccion, centrifugacion; el tipo, la marca y el lote de surfactante utilizado.?* %!

1.2.2. Funcionalizacidén y estabilizacion de NpO para usos farmacéuticos.

Existen muchas formas de funcionalizar NE para darle una cierta actividad bioldgica. La
funcionalizacién muchas veces llamada conjugacion, se refiere a la unién de las NM a una
molécula a nivel superficial lo que da origen a una nueva especie, lo cual le confiere nuevas
propiedades al NM en cuestion. Para esta tesis, la conjugacion se refiere a modificaciéon
superficial de NpO con péptidos, las cuales seran nombradas como NpO-Péptido.

Para utilizar las NpO en aplicaciones farmacéuticas por un lado se deben dirigir
selectivamente a un blanco terapéutico determinado con una biocompatibilidad aceptable.
Para esto se utilizan moléculas que reconozcan el sitio de accién e idealmente no se unan a
otras macromoléculas biolégicas.!*? Se debe ademas considerar que las moléculas con las
qgue se funcionalizen las NpO deben poseer la capacidad de mantener e inclusive aumentar
la estabilidad de las soluciones coloidales de NpO en diferentes condiciones tanto
biolégicas como de almacenamiento. Algunos autores han agrupado en 2 tipos las
diferentes modificaciones para las NpO dependiendo de la naturaleza del ligando, una
llamada monocapa sintética y otra dada por el revestimiento biomolecular (Figura 4).°!

Los péptidos poseen excelentes propiedades que los llevan a participar en interacciones
moleculares del tipo ligando-receptor y proteina-proteina haciéndolos candidatos para ser

utilizados como moléculas para funcionalizar NpO."* #" #I Asi es como se ha demostrado



que NE pueden ser dirigidas a los agregados proteicos involucrados en la EA
funcionalizandolas con el péptido CLPFFD que reconoce dichos agregados, mantiene la
estabilidad coloidal de las NE y reduce su toxicidad respecto de las NE sin conjugar.
Asimismo recientemente se demostré que dicho péptido mejora la estabilidad de NV y
permite disminuir la toxicidad de las mismas al permitir eliminar una mayor cantidad de
CTAB.”* Como se mencioné previamente en este capitulo, es la secuencia LPFFD quien
[30]

reconoce el nucleo putativo de agregacién ((aminoacidos 17 y 21) del péptido ABi.42

ademas de impedir la agregacion.
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Figura 4. Representacion esquematica de las 2 estructuras cominmente empleadas sobre superficie de

NpO para aplicaciones en drug-deliverylzs]

Para anclar un péptido a la superficie de la NE, se requiere que el mismo reaccione con
la superficie de la NE. Es sabido que ciertos grupos funcionales presentes en los péptidos
pueden reaccionar con la superficie formando uniones fuertes o débiles. Los grupos tioles
(RSH) pueden reaccionar espontaneamente quemisorbiendose sobre la superficie de oro
de las NE formando enlaces con una energia menor a un enlace covalente pero mayor que
la de un enlace electrostatico (4-7kcal/mol para enlace electrostatico; 50-110kcal/mol para

enlaces covalentes simples; RSH-Au =25-45kcal/mol).®"" Otros grupos funcionales



presentes en péptidos como grupos aminos y en menor medida grupos carboxilicos pueden
reaccionar con la superficie de las NE estabilizandolas. Asi es posible la conjugacion de un
péptido con actividad biolégica a una NE mediante la reaccion espontanea del grupo tiol
presente en un residuo Cys contenido en la secuencia del péptido con la superficie de oro
generando asi una monocapa de péptido sobre la NE (Figura 4).%® 3 Es por esta razén que
como estrategia se puede agregar una Cys a una secuencia peptidica, en una zona que no
interfiera con la actividad del péptido y permitir asi el anclaje del mismo a la superficie de
NE. Pueden mencionarse diferentes ejemplos de funcionalizacién de NE con péptidos como
la conjugacion de NE al péptido CLPFFD, reportada por Kogan y cols.,*® |la conjugacién de

NE con el péptido CALNN reportado por Levy y cols. "

y recientemente la conjugacién con
el péptido THRCLPFFD que favorece la transcitosis a través de la BHE y a su vez reconoce
los AT-AB, reportado por nuestro grupo por Prades y cols.*" Entre los diferentes disefios se
han descrito otras estrategias como el disefio de una molécula con actividad biolégica pero
separada de la superficie de la NE mediante un espaciador bifuncional. En esta estrategia
se realiza el recubrimiento de una NE con un espaciador bifuncional (contiendo un grupo
RSH para unirse a la superficie de oro y otro grupo que permite el anclaje a la biomolécula).
El mencionado RSH es inicialmente quemisorbido sobre la superficie de la NE dejando
expuesto el otro grupo (ej. Carboxilo) para la unién a la molécula activa. Un ejemplo de esta
estrategia es la funcionalizacion de NE con tiopronina, y la conjugacion de éste conjugado
con el péptido GRGDSP para terapia de cancer (Figura 5.A).** Otras estrategias descritas
han sefalado la utilizacion de PEG como agente espaciador. Un ejemplo de esto es el uso
de acido 11-mercaptoundecandico (AMU) que posee el tiol y el acido carboxilico terminal de
AMU al cual se unen fragmentos de APsi3s ¥ APsz3s provenientes del péptido AB que

presentan afinidad por fibras amiloides (Figura 5.B).’® Existen muchisimas estrategias

descritas empleando espaciadores que tienen como fin disminuir posibles interferencias en



el reconocimiento molecular provocadas por alteraciones en la estructura del péptido que se
una a la NP interfiiendo con la exposicion molecular hacia el blanco deseado. Es
importante considerar que al existir un espaciador podrian generarse cambios en la
estructura peptidica que conduzca a una perdida de reconocimiento hacia el blanco lo que
podria reducir la actividad biolégica. Para lo cual luego de realizar modificaciones en los
conjugados nanoparticula-péptido deben caracterizarse los nuevos conjugados obtenidos.
Para el caso de las NV, muchas de las estrategias descritas para NE debiesen ser
similares, pero se deben tener ciertas consideraciones, ya que para la sintesis de las NV,
se requiere del uso de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que actua como un agente

inductor de la forma y ademas como agente para la estabilizacion (Figura 6).12% 37 %
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Figura 5. A) Esquema de la funcionalizacién de una NE con tiopronina como espaciador conjugada al
péptido GRGDSP.P?' B) NE cubierta con EG3SH y monofuncionalizada con AMU.F®!
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Figura 6. Esquema de una NV recubierta con una bicapa de CTAB (las cabezas de grupos amonio
cuaternario del CTAB se representan en circulos negro y las colas en negro representan las cadenas

hidrofébicas). Esquema extraido de la referencia [39].



En el proceso de funcionalizacién de las NV es muy importante eliminar el CTAB para
asi conseguir la biocompatibilizacién.? Liao y cols., desplazaron el CTAB adsorbido sobre
las NV con metoxi-poli(etilenglicol)-tiolado (mMPEG-SH). El mPEG-SH, es una molécula que
se comporta como un espaciador bifuncional biocompatible que actia tanto como
estabilizante y como agente que expone un grupo funcional que puede ser posteriormente
unido a una biomolécula."” Otra estrategia descrita es la funcionalizacién de NV con
fosfatidilcolina, con lo cual se ha visto una reduccidon de la citotoxicidad sin observar
agregacion.? Otra forma de funcionalizar NV es mediante la técnica de deposicién “capa

por capa’®’

que se basa en el agregado de capas de distintos polielectrolitos sobre la
superficie cargada positivamente debido al CTAB de la NV para generar una carga
superficial apropiada para unir alguna molécula biolégica mediante interacciones
electrostaticas.*” Como ejemplo también se ha descrito la utilizacién de péptidos
modificados con Cys, como recientemente se ha reportado en nuestro laboratorio por Adura

y cols.,” en la que empleando CLPFFD es posible desplazar el CTAB, aumentando la

estabilidad de las NV y disminuyendo considerablemente la toxicidad de las mismas.

1.2.3 Caracterizacion de NpO y Conjugados: Tamano y carga, Espectrofotometria

UV-Vis, TEM, DLS, pot-Z.

Una forma de caracterizar las NpO es por espectrofotometria UV visible, puesto que los
coloides de oro se caracterizan por su intenso color rojo, presentando espectros
caracteristicos debido a que absorben a longitudes de onda (A) en la regién verde-azul del
espectro, lo cual permite obtener datos sobre la concentracién gracias a la ley de Beer
existiendo una relacién lineal entre la concentracion y la absorbancia en el pico maximo de
absorcion, conocida como resonancia de plasmén superficial (RPS)."® Es posible tener una

idea de los tamaros de las NE y NV determinando la posicién del maximo de absorcion que
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es el RPS ya que la posicion del mismo se correlaciona con el tamario de las AuNP,"** asi
por ejemplo NE de ~12nm poseen un Ap.xde 520nm. Las NV por su parte poseen una RPS
caracteristica por poseer 2 picos, asi NV con una relacion de aspecto de 4:1 (40nm largo
por 10nm de ancho), presentan un pico mayor, con una Ayax cercana a 800nm, relacionado
directamente con la relacién de aspecto de los mismos y otro pico con una Ama Cercana a
520nm como se aprecia en la Figura 7.1¢*I Asimismo el ancho del pico de absorcion tiene
relacion con la homogeneidad de tamafio de las NpO. Otra técnica de caracterizacion
ampliamente utilizada es la microscopia electrénica de transmision (TEM), la cual permite
obtener principalmente informacién acerca del tamafio y forma de las NpO, ya que la
muestra es irradiada por un haz de electrones, lo que permite obtener una imagen
aumentada producto del contraste de los electrones retenidos, absorbidos o dispersados

por las NpO.['* 48]
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Figura 7. A) Sintesis de NV por crecimiento mediado por nucleos. En la sintesis se emplea CTAB como
un agente direccionador de forma. Se muestra una representacién de la bicapa final de CTAB. B)
Correlacion del espectro UV-Vis segun micrografia TEM y fotografias de NV con diferente relacion de
aspecto (longitud/ancho). La relacién de aspecto se incrementa de izquierda a derecha. Todas las barras
de escala corresponden a 100nm. En el recuadro con sombra amarilla se refleja el area del espectro

conocido como la ventana bioldgica. Extraido de referencia [47].
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Otra estrategia estandarizada para la caracterizacion del tamafio de las NpO, es la
determinacion del diametro hidrodinamico (DLS, del inglés dynamica light scattering), esta
técnica, también es conocida como espectroscopia de correlacion foténica o dispersion de
luz cuasi-elastica (DLS). Esta ultima técnica se utiliza para medir el tamafio de particulas de
tamafio inferior a micras y se basa en la medicidon del movimiento browniano que se hace
evidente por fluctuaciones de la dispersion de las luz por las NpO. Asi, el tamafo de la

particula es calculado matematicamente desde la ecuacién Stokes-Einstein, en donde

d(H) = % (siendo d(H) diametro hidrodinamico; D el coeficiente de traslacién de difusion,

31
k la constante de Boltzman, T, la temperatura absoluta y 1 la viscosidad del medio).!*’!

El potencial Z (pot-Z), un dato que puede ser obtenido en conjunto al DLS, se relaciona
con las propiedades en soluciéon de las NpO, como la estabilidad coloidal, también
considerado relevante para comprender las interacciones de las NpO con los sistemas
biolégicos. Dicho pot-Z es una medida de potencial eléctrico del sistema coloidal, siendo el
valor de la diferencia de potencial entre el medio de dispersién y la capa estacionaria del
mismo fluido que en teoria se encuentra unido a la particula dispersada. Este valor indica
de alguna forma el grado de repulsion entre particulas adyacentes en una dispersion. Asi a
mayor valor absoluto de pot-Z, mayor estabilidad debido a una estabilizacién por repulsion
eléctrica mientras que al ser un pot-Z con un valor absoluto bajo, los coloides tienden a ser
mas inestables apreciandose coagulaciones y floculaciones en el tiempo. Contrariamente
una particula con mucha carga llevara a una menor biocompatibilidad en sistemas
biolégicos, por la gran cantidad de interacciones con biomoléculas influyendo sobre el
comportamiento de la misma en el sistema. En el pot-Z la doble capa eléctrica es
importante y el desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta a la
distribucion de los iones en la region interface que la rodea, lo que resulta en un aumento

de la concentracién de iones libres, iones de carga opuesta a la de la particula cerca de la
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superficie. Asi, la capa de liquido que rodea directamente a la particula existe en dos
partes: una zona interior (capa Stern), donde los iones estan fuertemente unidos y una
region externa (difusa) en el que se asocian con menos firmeza. Dentro de la capa difusa
hay un limite tedrico dentro de la cual los iones y particulas forman una entidad estable. El
potencial en este limite (superficie de cizallamiento hidrodinamico) es el potencial zeta,
como se aprecia en la Figura 8.A. En un equipo disefiado por Malvern, en donde es posible
medir DLS, el pot-Z es el resultado de una medida electrocinética, en que la existencia de
cargas eléctricas en la superficie de las particulas interactian con un campo eléctrico
aplicado del tipo electroforesis. En estas condiciones el movimiento de la particula cargada
esta influenciado por el liquido en el cual esta suspendida la particula bajo la influencia de
una carga eléctrica aplicada. Fuerzas de viscosidad actuan sobre la tendencia de las
particulas oponiéndose al movimiento. Cuando se logra el equilibrio entre estas fuerzas
opuestas, la particula se mueve a una velocidad constante posible de ser detectado bajo
una medida de dispersién estatica de luz. En este caso la velocidad depende de la fuerza
del campo eléctrico o del gradiente de voltaje de la constante dieléctrica del medio, de la
viscosidad del medio y del pot-Z. Asi la velocidad es una unidad de campo eléctrico referida
como movilidad electroforética y el pot-Z esta referido a esta segun la ecuacion de Henry:

_ 2ezf(ka)
E= T

(en donde Ug es la movilidad electroforética; z es el pot-Z; € es la constante dieléctrica; n
es la viscosidad y f(kxa) es la funcién de Henry. En esta funcién, la unidad x se denomina la
longitud de Debye, en que por lo general k™! es la medida de espesor de la doble capa

eléctrica, y el parametro a es el radio de la particula, por lo cual xa mide la relacion entre

radio de particula y el espesor eléctrico de la doble capa. (Figura 8.B))
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Si todas las particulas en suspension tienen un gran pot-Z negativo o positivo, entonces
tienden a repelerse entre si y no habra tendencia a que las mismas se agreguen. Sin

embargo, si las particulas tienen valores de bajo pot-Z entonces no habra ninguna fuerza

para evitar que las particulas se adhieran y floculen.”
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Figura 8: Concepto de pot-Z. (A) Representacion esquematica del pot-Z (B) Funcion de Henry,
aproximacion Smoluchowski se considera para particulas pequefias en medios acuosos en
concentracion moderada de electrolitos, f(ka)=1,5 y en una aproximacién de Huickel, para particulas

pequefas en un medio con baja constate dieléctrica (no medio acuoso), f(ka)=1

Una manera de aumentar considerablemente la estabilidad de las nanoestructuras
metalicas es la conjugacién con moléculas biolégicas como péptidos anfipaticos o proteinas
que modifican las propiedades fisicoquimicas de la superficie disminuyendo ademas su
toxicidad y aumentando el pasaje a través de membranas bioldgicas para llegar hacia el
objetivo terapéutico deseado. Las NE provenientes de la sintesis son estabilizadas por
aniones de citrato y al ser conjugadas con el péptidos CLPFFD se produce un intercambio
de los citratos por el péptido estabilizando las NpO por efectos estéricos. Por otra parte, el
péptido CALNN es un péptido que confiere gran estabilidad a las NpO y puede actuar como
un espaciador entre la superficie y la molécula activa permitiendo que esta ultima mantenga

su estructura activa facilitando asi la interacciéon con la diana. La estabilidad conferida
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depende de la longitud de éste y de sus caracteristicas de polaridad lo cual tiene influencia
sobre la carga superficial.l"®!

En esta tesis se emplearan como espaciadores a la molécula de PEG de tres
subunidades (Fmoc-PEG(3)-COOH/acido 12-(9-Fluorenil-oxicarbonil-amino) y la secuencia
peptidica CALNN de manera de aumentar la estabilidad y reducir las interacciones
especificas. Se ha descrito que el recubrimiento con PEG de alto peso molecular (5kDa)
disminuye el pot-Z de NpO a practicamente niveles de neutralidad manteniendo la
estabilidad de las particulas por impedimento estérico, esta disminucion de carga es
favorable para disminuir las interacciones inespecificas aumentando asi el tiempo de las
NpO en la circulacién.P"

Por su parte las NV obtenidas en una sintesis tipica se encuentran estabilizadas por el
detergente CTAB en concentraciones a las cuales se aprecian efectos toxicos. Asi,
estrategias de funcionalizacion que generen impedimento estérico, permitira eliminar el
CTAB. Una estrategia para eliminar el detergente es modificar las NV con PEG que
contiene en su extremo un tiol y presenta una gran biocompatibilidad.®" ElI PEG que
contiene el tiol desplaza al CTAB de la superficie de la particula produciéndose una
quemisorcion. Otros agentes estabilizantes son de naturaleza polimérica, como PLGA vy

quitosano, entre otros.!" Para esta tesis se empleara el péptido CLPFFD para estabilizar

las NV y poder eliminar el CTAB.

1.3. La enfermedad de Alzheimer (EA) y el uso de NpO.

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita inicialmente por Alois Alzheimer en 1907.
Es una enfermedad neurodegenerativa y considerada la base patolégica de la demencia
senil comun, que se presenta como una degeneracion neuronal progresiva generando una

pérdida paulatina de habilidades cognitivas. Es la demencia mas comun en la tercera edad
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por lo cual ha tomado protagonismo hoy en dia a causa del incremento de las expectativas
de vida en la poblacion.’® *® Se estima que actualmente cerca de un 13% de los individuos
de 65 afios y cerca de un 45% de aquellos mayores de 85 afios padecen la EA.®* %% En
Estado Unidos de Norteamerica se estima que cerca de 5.4 millones de personas padecen
de esta enfermedad, y en Chile cerca de 170.000 casos ya han sido reportados.™

Es sabido que la EA involucra la formacion de placas seniles a nivel extracelular que se
componen en la periferia por prolongaciones neuronales (dendritas y axones) en
degeneracién y en la parte central por fibras amiloides. Estas ultimas se forman por el

depodsito de agregados toxicos del péptido B-amiloide (AT-AB),?

que puede inducir la
formacion de ovillos neurofibrilares toxicos de la proteina Tau (1) a nivel intracelular (Figura
9). Tanto la formacion de placas seniles a nivel extracelular cono la de ovillos neurofibrilares
a nivel intracelular son los agentes causantes de la EA segun se ha propuesto en las dos
ultimas décadas.®" *® Actualmente es aceptada la hipétesis del amiloide, que postula que el
elemento principal y primario de la EA es el AB, que determina la disfuncion sinaptica y
celular, el depésito de T, la inflamacién y finalmente la muerte neuronal.®® Cabe mencionar
que también se ha planteado que el depdsito de AR tendria un efecto protector, actuando
como biofloculante que atrapa toxinas, especialmente iones metalicos, por lo que la
acumulacion de AR pudiera ser una respuesta fisiolégica a una determinada injuria como
modulador a los procesos inflamatorios, dada la acumulacion de AB en el traumatismo
craneoencefalico.®

Aun cuando AB se encuentra fisiolégicamente en el cerebro, en condiciones patologicas
se auto agrega formando diferentes especies andmalas representadas en la Figura 10 que

incluyen desde pequefios oligobmeros hasta fibras, que finalmente derivan en los depdsitos

téxicos ya mencionados.!"®
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Figura 9: Modelo de EA en donde se representan las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares.””

El AB monomeérico presente en condiciones fisiolégicas consiste en una familia de
péptidos hidrofobicos de entre 39 a 43 aminoacidos (aa) que es codificado a partir del
cromosoma humano 21, formando parte de una proteina mas grande conocida como la
proteina precursora del amiloide (PPA)®* *® |a cual es metabolizada por tres enzimas
[59]

denominadas a, B, y secretasas.
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Figura 10: Esquema tedrico de la formacion de las diferentes especies a partir de monémeros de AB.“G]
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1.3.1. Estrategias para el tratamiento de la EA empleando péptidos.

Las investigaciones sugieren que las placas amiloides tienen un rol protagoénico en la
patogénesis de la enfermedad, para lo cual se han propuesto muchas estrategias de
tratamiento basados sobre la inhibicion de la cascada amiloidogénica, siendo una de éstas
estrategias terapéuticas la de bloquear los pasos de despliegue y agregacion de AB. Para
ello se han disefiado péptidos cortos sintéticos capaces de unirse selectivamente a AR
evitando la formacién de AT-AR.** %8

Uno de estos péptidos es el inhibidor de agregacién Ac-LPFFD-NH, (iAB5p)*”, el cual se
disend a partir de la region central de AR formada por los aa 17-20 (LVFF) (Figura 11), uno
de los nucleos putativos de agregaciéon de AB. Para el disefio de la secuencia aa de iAR5p
se mantuvieron parte de los aa de la secuencia nativa (LVFF), los aa hidrofébicos Leu (L) y
Phe (F) que son cruciales para el anclaje permitiendo el reconocimiento de los agregados
de AB. Se introdujo también el residuo Asp (D) en el extremo C-terminal que es de
naturaleza hidrofilica y hace al péptido mas soluble entregandole un caracter anfipatico.
Ademas se cambié el aa Val (V) que no es crucial para el reconocimiento por una Pro (P),
un aa reconocido como disruptor de estructuras secundarias. Finalmente se modificé el
extremo carboxilo terminal convirtiéndolo en amida para hacerlo mas estable frente a la
degradacion por exopeptidasas.** %% %) Sin embargo, el uso de este péptido no ha
prosperado debido a su baja estabilidad in vivo y a la necesidad de emplear dosis muy

elevadas que conducen a efectos toxicos.

1.3.2 Entrega selectiva de NpO hacia los AT-Af mediante el uso de péptidos.
La clave para un tratamiento basado en el uso de NpO es poder dirigirlas selectivamente
hacia la diana terapéutica. En el caso de los AT-AB en la EA, las NpO deben atravesar la

BHE vy llegar a las placas amiloides presentes en el cerebro. Una estrategia utilizada para
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ello es unirlas a moléculas como péptidos, proteinas o moléculas organicas que faciliten la
llegada al cerebro y que permitan la interaccion con los AT-AB, como es el caso de
iAB5p,B% * evitando también fenémenos que puedan dificultar su llegada como la captacion

por el Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM).

B H,N-'DAERFHDSGYEVHHQK''LVFF2?AEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA4-CO,H
L FFD

Figura 11: A) Estructura secundaria del péptido AR B) Secuencia de AB. En rojo se representan los aa
hidrofébicos que forman parte del nucleo putativo de agregacion. Se muestra la secuencia de iAB5p

similar al fragmento 17-20 de AB, destacandose en azul los aa hidrofébicos que se mantienen respecto a

la secuencia original y en amarillo la prolina, un residuo disruptor de estructura secundaria.”

Para poder efectuar el anclaje de iAB5p a la superficie de las NpO, se requiri6 de una
nueva modificacién de la secuencia que consistié en la incorporacion del residuo Cys (C)
qgue contiene un tiol que se quemisorbe a la superficie de las NpO formando una unién
Azufre-Oro estable.® ** " %21 Asi |a funcionalizacion de las NpO con el péptido CLPFFD
(Figura 12) cambia las propiedades fisicoquimicas de la particula produciendo una
disminucién del valor absoluto de la carga tras reemplazar el citrato (estabilizante de las
NpO proveniente de la sintesis) por el péptido, aumentando la estabilidad del coloide por
efectos estéricos (repulsién) (Figura 12).°" En conjunto a lo anterior, tras evaluar la
biodistribucion de las NpO-CLPFFD se demostré que el porcentaje que llega al cerebro es
muy bajo respecto de la dosis inyectada (DI) por via intraperitoneal (aprox. 0,05%) lo cual
dificulta una posible terapia basada en el uso de las mismas.®™ Por tanto, es necesario

conocer los factores que tienen influencia directa sobre la biodisponibilidad para asi poder
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aumentarla. La llegada de NpO al cerebro y su farmacocinética en general se ven afectadas
por diferentes factores como la interaccién con proteinas del plasma, la captacion por el
SFM, la estabilidad de los coloides, la captacion por otros 6rganos y la dificultad de
atravesar la BHE.

La conjugacién de las NE con el péptido CLPFFD provocé un incremento en la
penetracion respecto de las NE sin recubrir.”® Sin embargo, las causas por las cuales se
incrementa la entrega de NpO recubiertas con CLPFFD hacia el cerebro no estan claras.
Un factor clave para explicar este hecho podria ser el rol que juega el recubrimiento con las
proteinas plasmaticas o la unién a receptores de membrana presentes en la BHE que
favorezcan la transitosis mediada por receptores, siendo estos factores claves en el
proceso de biodistribucion. En el presente proyecto se estudiara el efecto de la conjugacion
de NpO con péptidos sobre la interaccidn con proteinas plasmaticas, la estabilidad y la

toxicicidad.

M4 = Citrato p = CLPFFD

Mayor estabilidad por efecto estérico
Menor carga negativa

Figura 12. La conjugacion de NE con el péptido anfipatico CLPFFD afecta la carga y estabilidad. Las
moléculas de citrato que recubren y estabilizan a las NE antes de la conjugacion (izquierda) y las
moléculas peptidicas después de la conjugacion (derecha), se presentan segun el modelo de bola y
bastéon en donde los atomos de azufre, oxigeno y carbono se representan amarillo, rojo y azul

respectivamente.
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1.4. Farmacocinética, estabilidad, toxicidad y penetracion de las NpO.

Para aplicaciones farmacéuticas de las NpO se deben considerar factores como las vias
de administracién, farmacocinética, toxicidad y estabilidad siendo los mismos ampliamente
dependientes de la composicién, tamafio, carga superficial y recubrimiento.?" ¢* &3

En los estudios de biodistribucion se deben considerar las variables fisioldgicas, como el
flujo sanguineo, propiedades fisicoquimicas de la sustancia como tamano, hidrofobicidad,
liofilicidad, ademas la biocompatibilidad, y también el analisis del transporte a nivel de las
barreras bioldgicas.® Se ha descrito que la distribucion de NpO en 6rganos es dependiente
del tamafio,*" de la forma y del area superficial relativa al volumen, afectando en conjunto a
la captacion y al almacenamiento en tejidos.

Para el pasaje a través de barreras bioldgicas, el tamafio es un factor importante ya que
la velocidad de penetracién de una sustancia esta inversamente relacionada con el tamafio
molecular.'"* ¢! Por otra parte, los diversos estudios dan cuenta que la distribucion de NpO
en el organismo es mayor a medida que disminuye el tamafio. En este contexto Jong y
cols., determinaron que NpO de 10 a 15nm administradas intravenosamente en ratén
presentan una amplia distribucién en 6rganos (higado, sangre y bazo en elevadas
proporciones, y en pulmén, riién, corazén y cerebro en bajas proporciones).”®! Por otra
parte, Sonavene y cols. demostraron que NpO de hasta 50nm atraviesan la BHE llegando al
cerebro.””! En estudios realizados en nuestro laboratorio se observé que NpO de 12,5nm
administradas intraperitonealmente en raton se distribuyen y acumulan en distintos 6rganos,
atravesando la BHE y acumulandose asi en cerebro no observandose evidencias de
efectos toxicos.®® Recientemente, se demostré que al conjugar las NpO al péptido CLPFFD
se incrementan los niveles de oro en cerebro de ratas inyectadas intraperitonealmente en 4
veces con respecto a los encontrados para NpO sin funcionalizar.’® Asimismo, Niidome y

cols. inyectaron por via intravenosa NV de una relacion aspecto (Largo/ancho) de
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aproximadamente 6 y modificadas con PEG observando que las mismas permanecen en
circulacion mas tiempo que las sin modificar por lo cual el PEG disminuye la acumulacién
de NV en higado. Por otra parte, Wang y cols. evaluaron la distribucién de NV de una
relacion de aspecto ~4,2 sin recubrir y encontrando también que las mismas se acumulan
en higado llegando también al cerebro.®!

Una de las razones de la alta acumulacién de NpO en higado y bazo, posiblemente se
deba a la carga superficial de la particula, referida al potencial Z (pot-Z) que estas poseen,
pues se sabe que el SFM reconoce moléculas con un pot-Z negativo, como el que poseen
las NE. Por esta razon es muy esperable una acumulacién de NE en éstos 6rganos. Asi, la
carga superficial de los NM tiene influencia directa sobre la estabilidad, biocompatibilidad y
distribucion de estos, afectando directamente sobre la farmacocinética, a la captacion y la
viabilidad celular. Segun lo cual en una NpO conjugada, la carga superficial puede variar
teniendo diferentes efectos farmacocinéticos como es el caso del clearance sanguineo.®® A
raiz de esto resulta importante determinar la carga superficial de NM utilizados para fines
farmacéuticos.

Las NpO en el plasma sanguineo interaccionan con proteinas cubriéndose con éstas
formando asi la denominada CP que puede favorecer procesos de opsonizacion y llevan a
su captacion por el SFM impidiendo que éstas lleguen con niveles adecuados a los 6rganos
de interés. Asi, al momento de disefar una NpO se debe lograr disminuir el caracter
negativo del pot-Z sin afectar la estabilidad de las NpO lo que puede ser una estrategia
interesante a desarrollar para disminuir su captacion por el SFM.[!

Si la diana se encuentra en el cerebro, las NpO deben atravesar la BHE y ademas evitar
unirse a moléculas bioldgicas que favorezcan la captura por otros érganos o sistemas como
el SFM asociado a las células de Kuppfer que pueden fagocitar NP cargadas

negativamente, disminuyendo asi la biodisponibilidad.®" % Lo cierto es que las NpO
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obtenidas en una tipica sintesis por reduccién de oro con citrato'? se encuentran cargadas
negativamente, lo que las hace mas susceptibles a la captacion por el SFM debido al
recubrimiento con opsoninas como inmunoglobulinas, proteinas del complemento,
fibrindgeno, entre otras.”” Existe una gran cantidad de alternativas a emplear para intentar
mejorar la permeabilidad de las NpO al cerebro, entre estas se incluye la conjugacion a
moléculas anfipaticas que actuan como transportadores para mejorar el paso por la BHE,!""
la conjugacion con péptidos que disminuyan su carga negativa (aumentar el valor de pot-
2)®" logrando asi reducir la captacién por el SFM con lo cual puede aumentar la llegada al
cerebro.®" Asimismo se puede lograr una reduccién de la carga negativa de las NpO tras la
funcionalizacién a moléculas biocompatibles como polietilenglicol, un polimero hidrofilico e
inerte que disminuya la interaccion con proteinas como las opsoninas lo que las hace
"parcialmente invisibles" al SFM lo que conlleva a la disminucion de su captacién por el

SFM aumentado asi el tiempo de circulacién,®® ¢ 72

y reduciendo los posibles efectos
inmunogénicos./™ Cualquier estrategia que permita acercarse a la neutralidad de carga
ayudara a disminuir la captacién de las NpO por el SFM.®" Tal como es el caso de la
disminucion de valor absoluto de pot-Z al conjugar las NpO con el péptidos CLPFFD.B* %0
No obstante es importante considerar que con la disminucién de la carga también puede
disminuir la estabilidad coloidal, lo cual a su vez también podria repercutir negativamente en
la entrega de farmacos./"

En resumen, tanto la forma, el tamafio y la carga tienen influencia sobre la

farmacocinética de NpO aunque no se pueden obtener conclusiones generales debido a la

existencia de poca informacién reportada.’””
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1.4.1. Pasaje de NpO a través de la BHE.

Uno de los principales inconvenientes de la administracion de farmacos que deben
actuar sobre blancos terapéuticos que se encuentran en el sistema nervioso central (SNC),
como son los AT-AB involucrados en la EA, es el pasaje de los mismos a través de la BHE.
Esta barrera protege al SNC de sustancias extrafias, restringiendo también la entrega de
medicamentos y la entrada de muchos potenciales agentes terapéuticos.® "!La BHE es el
mayor obstaculo para el pasaje de moléculas desde la sangre al cerebro. En ella convergen
células endoteliales, pericitos, astrocitos y microglia. En donde a su vez las células
endoteliales de los microvasos cerebrales (CEMC), presentan uniones estrechas, ausencia
de fenestraciones y una baja actividad pinocitica, lo cual ayuda a restringir el paso de
compuestos desde la sangre al cerebro siendo este el mecanismo que impide la
penetracion de muchos agentes terapéuticos como oligonucledtidos, anticuerpos, péptidos
y proteinas. Ademas las CMEC poseen una variedad de enzimas citosélicas sobre la
membrana citoplasmatica que también contribuyen a la naturaleza restrictiva. También se
encuentra sobre la membrana plasmatica luminal de CMEC la enzima glicoproteina P (gp-
P), siendo esta proteina una bomba extractora dependiente de ATP que impide la
acumulacién intracelular de una gran variedad de agentes quimioterapéuticos y compuestos
hidrofébicos reduciendo asi la eficacia de farmacos. Entre las proteinas que se encuentran
en la membrana luminar del CMEC se aprecian proteinas receptoras, que favorecen
procesos de transporte a través de la BHE (ej. transcitosis) como es el caso del receptor de
transferrina y el receptor de Apolipoproteina E (ApoE) (este ultimo mencionado en la Figura
10 en conjunto a la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad-LDLR), entre

otros.["®"
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Recubrir NpO con moléculas que reconozcan dichos receptores o evitar que las
particulas sean reconocidas por la gp-P ayudaria a aumentar el pasaje de las mismas a
través de la BHE.

El tamafo de las sustancias es un factor critico para el pasaje a través de la BHE, ya
que la rapidez de penetracion a través de barreras bioldgicas estd inversamente
relacionada con el mismo.'"* ® Aun cuando la BHE es relativamente impermeable a
compuestos sobre una cierta masa o hidrofilicidad, aparenta tener una gran permeabilidad
y una capacidad absortiva suficiente para compuestos con superficie polar mayor a 270A2,
un peso molecular mayor a 1000Da, una hidrofilicidad menor a -3.5 y una razén de
equilibrio de concentracién cerebro a sangre menor a 0,01.%7

Recientemente se ha propuesto que una de las estrategias para la liberacion controlada
de sustancias hacia el SNC es la utilizacion de nanoparticulas de diversa naturaleza, en
donde una forma no invasiva propuesta para la entrega de farmacos es utilizar portadores
coloidales como micelas, emulsiones, liposomas y NP los que pueden incrementar la
llegada de farmacos hacia células o tejidos como el SNC, al protegerlos de enzimas y
mejorar su difusién a través de la BHE. Asi se ha conseguido demostrar que NP de hasta
200nm cruzan la BHE de ratas posiblemente por endocitosis o transcitosis sin daiar el
endotelio®” existiendo evidencias que NpO de 10 a 200nm se distribuyen in vivo
atravesando la BHE y llegando al cerebro.' 6% 8

Tal como se ha descrito anteriormente, el conjugado NpO-CLPFFD pude cruzar la BHE
y llegar al cerebro en mayor proporcion que NpO sin recubrir, por esto el péptido es el
responsable de dicho proceso, posiblemente debido a un mecanismo mas especifico para
favorecer el cruce de la BHE como la endocitosis mediada por receptores.®® 8" En este
sentido se ha propuesto que el péptido CLPFFD, al ser obtenido a partir de una porcién del

péptido B-amiloide, puede mantener la capacidad para ser reconocido por receptores a
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nivel de BHE, involucrados en el transporte de AB desde la circulacién al cerebro. Este
péptido puede ingresar al SNC a través de una transcitosis mediada por los receptores para
los compuestos de glicosilacién avanzada (RAGE, del inglés), un receptor multiligando para

IgG,®%®%! que tal vez permita el cruce de las NE-CLPFFD a través de la BHE.? % %%

1.4.2. Estrategias para aumentar la llegada de las NpO al Cerebro.

Una de las mayores limitaciones para que los farmacos en general y las nanoparticulas
lleguen al sistema nervioso central esta dada por la BHE cuya principal funcion es regular el
paso de especies hacia el cerebro. Actualmente existe gran interés en el desarrollo de
nuevos compuestos para el tratamiento de enfermedades del SNC, sin embargo, se ha
limitado debido a la presencia de la BHE.®® Se sabe que esta barrera no es impermeable y
permite el paso selectivo de moléculas necesarias para mantener la integridad de las
funciones. En el caso de las NpO-CLPFFD se ha observado que una pequefia porcion
respecto de la DI llega al cerebro (aprox. 0.05 %). Analizando en su conjunto los
obstaculos que se pueden presentar para un farmaco antes de llegar al cerebro se puede
mencionar: la interaccion con proteinas, la estabilidad, la via de administraciéon y los
mecanismo de eliminacion, entre otros. No obstante es posible modificar la superficie de las
NpO de manera de sortear los diversos obstaculos como ya se ha demostrado previamente
tras modificar ésta con el péptido CLPFFD, con lo cual se ha logrado mejorar la
permeabilidad respecto de las NpO sin funcionalizar. Posiblemente este efecto podria estar
dado por el cambio en el valor de pot-Z (disminuye en valor absoluto acercandose mas a la
neutralidad), la cual puede contribuir a un patrén de interaccién diferente de adsorcion de
proteinas del plasma especifico. El cambio de la carga puede producir diferencia en la
adsorcion de proteina modificando el reconocimiento por receptores a nivel de las

membranas de las células endoteliales de la BHE, favoreciendo la transcitosis, y/o
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disminuyendo la carga evitando la interaccion con proteinas como opsoninas, minimizando
asi la retencién por el SFM y aumentando la biodisponibilidad hacia el cerebro.** 5051871

Es posible aumentar los niveles de NpO en el cerebro, mejorando la penetracion a través
de la BHE empleando moléculas lanzadera. Actualmente en el disefio farmacéutico se
intenta potenciar este tipo de vias de ingreso para favorecer la llegada al cerebro.®®*"! Por
lo que se disefid el péptido THRPPMWSPVWPCLPFFD (THRCLPFFD) que es un
constructo bifuncional, que ademas de poseer la secuencia CLPFFD capaz de reconocer al
péptido B-amiloide (Enfermedad de Alzheimer), posee la secuencia THRPPMWSPVWP
(THR) (Figura 13),°¥ que es una secuencia lanzadera que reconoce el receptor de
transferrina presente en el endotelio de la BHE.?* % %I Dicha molécula es transportada por
transcitosis mediada por el receptor de transferrina presente en las células endoteliales de
la microvasculatura de la BHE pudiendo actuar como una lanzadera hacia el sistema
nervioso central. En esta tesis se ha logrado aumentar los niveles de NE unidas a

THRCLPFFD respecto de las unidas a CLPFFD aumentandose también el tiempo de

permanencia de las mismas en cerebro (Figura 13).5*4

Sangre Cerebro

Figura 13. Esquema para relacionar el disefio del conjugado NE-THRCLPFFD con su funcion in vivo. (a)
El péptido THRCLPFFD anclado a la superficie de las NE, le confiere al conjugado la capacidad de ser
reconocido por el receptor de Transferrina (TfR). (b) Transporte mediado por receptor inducido por TfR, el
cual consiste en una vesicula endocitica que permite el paso a través de las células endoteliales de la
BHE. Y (c) LPFFD le confiere al conjugado la capacidad de reconocer y unirse a los AT-AB dentro del

SNC. Figura extraida de la referencia [34].

27



1.5.1. Toxicidad de NpO.

Aun se desconoce el impacto y los riesgos biologicos de las terapias con NP, siendo
latente un eventual almacenamiento de NP no degradables que conduzca a una
acumulacién lisosomal que conlleve a la muerte, como es el caso de una sobre exposicion
a NpO lo que conduciria a un dafio hepatico.®®!

La toxicidad de las NpO depende ampliamente de su tamafo habiéndose reportado que
NE de 4 a 100nm no poseen efectos citotdxicos aparentes en contraste a las de 1 a 2nm
cuyos efectos son altamente téxicos.”® Recientemente, se ha reportado que la exposicion
prolongada a altas concentraciones de NpO de 20nm conlleva a efectos téxicos al
producirse acumulacién en los o6rganos como el higado y el bazo, en donde se ha
observado a su vez cambios en los patrones de expresion génica, activandose también
vias téxicas metabdlicas.!®® Asimismo, las NpO de 1,4nm son muy téxicas al generar altos
niveles de estrés oxidativo y al poder interaccionar con el DNA llevando a efectos
genotoxicos. "]

Los posibles efectos toxicos de las NP metalicas pueden deberse al estrés oxidativo
producto de los radicales libres propios del sistema celular de degradacion y disolucion de
estas NPs, al ser posiblemente ionizadas en los distintos ambientes in vivo (jugos gastricos,
lisosomas, etc.). Por su parte, el oro como Au (l), se utiliza como droga antitumoral, tras
inducir apoptosis, al coordinarse con tiorredoxina reductasa en la mitocondria o por dafio de
la membrana mitocondrial en su forma lipofilica y catidnica, tras liberar citocromo C. En su
estado Au (lll), no es estable y pasa a Au (l) in vivo. Es por esto que los estados de
oxidacion del Au son determinantes para los efectos negativos, lo cual puede resultar
crucial para NpO en especial para las NV.! Es importante destacar que en la superficie de
las NV y NE se encuentran atomos de Au () que pueden dar origen a efectos toxicos. En el

caso de las NV y ciertas NE que contienen CTAB, su presencia puede ser un factor
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determinante de toxicidad, tras observarse que en NV al reemplazar el CTAB por PEG se
disminuye considerablemente la toxicidad./"> "%
Sin duda, un factor importante es la interaccion de las NpO con macromoléculas del

medio biolégico que pueden recubrirlas y modificando sus propiedades y dimensiones

originales y modulando la farmacocinetica, estabilidad, penetracién y toxicidad./"*

1.6. Interacciéon de nanoparticulas con proteinas plasmaticas, formacién de la CP y
su efecto sobre la farmacocinética, estabilidad y toxicidad.

Sin duda, uno de los factores que tienen influencia sobre la farmacocinética de los NM,
como las NpO, es la interaccion con biomoléculas (prioritariamente proteinas) de diferentes
fluidos biolégicos, las cuales recubren las NpO y forman la CP. Esta corona proteica que
rodea los NM se forma rapidamente una vez que la particula interactia con el plasma u otro
ambiente biolégico. Dicha corona es la verdadera superficie interactiva que se une a
biomoléculas, células y otras estructuras bioldgicas. Este fendmeno ha sido discutido
durante los ultimos afios concordando en que estos cambios en la superficie de los NM
producen efectos sobre las interacciones biolégicas, aunque hasta el presente es poca la
informacion existente al respecto de modificaciones de NpO con péptidos.™

La conformacién de la CP se vuelve una caja negra con muchas posibilidades de
modulacion de respuestas por lo cual elucidar esta puede ser clave en nuevas aplicaciones
de NM, en pro a una mayor eficiencia en posibles terapias, y en el disefio posterior de
nuevos farmacos derivados de NM. Actualmente las estrategias apuntan a evitar esas
interacciones,!'"! pero dada la complejidad del sistema puede resultar mas atractivo
apuntar a favorecer ciertas interacciones que mejoren de alguna forma la farmacocinética,
la penetracion a dianas terapéuticas, y la posterior eliminacion del sistema. Para el estudio

de la formacién de esta CP se incuban los NM con plasma por diferentes periodos de
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tiempo que pueden variar desde segundos hasta dias,"°® dependiendo de las futuras
aplicaciones farmacéuticas. Luego de la incubacion las proteinas no unidas se separan de
las unidas por centrifugacion método que puede producir artefactos debido a que en el
proceso pueden separarse proteinas unidas débilmente. Con el fin de evitar estos
artefactos puede emplearse como alternativa la separacion por cromatografia de exclusion
molecular. Luego para la identificacion de las proteinas puede emplearse diversos métodos
como LC-MS/MS, geles bidimensionales, asi como también Western Blot, entre otros.[’

Los NM interactuan con proteinas plasmaticas, inmunoglobulinas, albuminas, elementos
del complemento, fibronectinas, entre otros, pudiendo facilitar el reconocimiento por células
fagociticas, influyendo sobre las respuestas inmune e inflamatoria y/o sobre la captura por
otros 6rganos o sistemas como el SFM.P" % Procesos como la opsonizacién pueden
determinar el destino de las nanoparticulas administradas, como por ejemplo en el caso de
NP con superficies hidrofébicas que se pueden unir eficientemente a componentes del
plasma pudiendo ser removidas de la circulacidon por macréfagos del higado y del bazo
(SFM). Contrariamente aquellas NP que son pequeinas y con superficie hidrofilica pueden
escapar al menos parcialmente de este proceso y permanecer en la circulacion por mas
tiempo."” ' Debido a esto el recubrimiento superficial es un factor a considerar, pues
segun la naturaleza quimica de las moléculas con las que se conjuguen, sera la carga
superficial final y la disposicién que adopten las moléculas adsorbidas a las NP, afectando
a la interaccién con proteinas y modulando la biodisponibilidad y el reconocimiento del
blanco terapéutico.®" ¢!

La interaccion de los NM con las proteinas puede producir plegamientos anémalos vy
agregacion de proteinas pudiendo producir efectos tanto nocivos como beneficiosos para la
salud. Es fundamental comprender el efecto de los NM sobre los procesos biolégicos

esenciales como el plegamiento de proteinas.''™ Algunas proteinas pueden verse afectadas
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provocando desdoblamiento y perdida de la funcion.'® También se ha descrito que
algunas proteinas mejoran su estabilidad aun en condiciones desnaturalizantes."™ La
Figura 14 esquematiza el posible efecto de la interaccién de la superficie de las NpO con la
conformacion de las proteinas con las que puede interactuar.

Sin duda no se deben olvidar a su vez las interacciones con aminotioles como el
glutation, en este contexto se ha determinado que el tiempo de recambio de tioles en
superficie de la NpO es mayor a medida estas son de mayor tamafio, por lo cual esto podria
inducir ciertos fendmenos no deseados, como disminuir la cantidad de GSH presente en el

plasma, afectando procesos bioldgicos.!"”!
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Figura 14: Representacion esquematica del des plegamiento de proteinas que interactian con la
superficie de una NP. (A) Moléculas proteicas adsorbidas sobre la superficie de la NP, complejo llamado
NP@CP. (B) La superficie de las NP puede inducir cambios conformacionales sobre la estructura nativa
de las proteinas adsorbidas, causando cambios conformacionales de estas Ultimas. Cambios que
pueden alterar la funcion de la estructura nativa de la proteina (C) o exponer regiones antes internas,
que pueden en algunos caso ser epitopes ocultos, resultando en un reconocimiento inmunolégico del

complejo (D). Imagen extraida de la referencia [108].

1.6.1. Formacion de la CP.
La CP es la consecuencia de un equilibrio y una competencia entre las distintas

proteinas que se adsorben sobre la superficie de los NM. Este fendbmeno es crucial para
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determinar que superficie es presentada al sistema biolégico y a la diana terapéutica. Por lo
cual resulta importante conocer la cinética involucrada en la interaccion de nanoestructuras
y proteinas (Figura 15).12 1%

Estas proteinas que interactian pueden ser la clave en los fendmenos de toxicidad,
biodistribucion, biodisponibilidad y biocompatibilidad de las mismas. La interaccion de
proteinas con NM también podria traer consigo otros problemas asociados al efecto que
estas NM pueden tener sobre la conformacion de proteinas, pudiendo afectar su actividad
positiva o negativamente, y en algunos casos podria tener repercusiones negativas por el

efecto de los NM sobre las proteinas con las que interactian.!'%
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Figura 15: Representacion de la CP. Procesos de intercambio y constantes de equilibrio de las

mismos.%?

Se ha observado que las interacciones pueden ser de baja o de alta afinidad, aquellas
de baja afinidad suelen estar en mayor proporcion y se intercambian rapidamente, mientras
que las de alta afinidad permanecen unidas mas tiempo. Por lo que en el tiempo la capa de
proteinas cambiara a medida que se distribuyen en los sistemas biolégicos. Una manera de
controlar las interacciones de alta o baja afinidad es manipular ciertos parametros de la
superficie de la nanoparticula como el balance de hidrofobicidad/hidrofilicidad y la carga
determinando la naturaleza y la magnitud de la unién, sin descartar también el efecto que

tiene la forma de las mismas.""" "2 Es necesario evaluar cada NM individualmente para

32



comprender como las proteinas determinan su destino en el organismo y poder comprender
la respuesta bioldgica.!'®!

Segun las caracteristicas de la superficie de cada NM se espera que distintas proteinas
tengan diferente afinidad por ellos. Esperandose a su vez, encontrar en periodos cortos que
la albumina y el fibrinbgeno, se encuentren predominantemente sobre otras proteinas, por
sus altos niveles en plasma. A su vez, la albumina presenta una serie de sitios activos que
le permitirian reconocer un mayor numero de NM diferentes, con diferentes constantes de
afinidad. Aquellas otras proteinas que presenten constantes de afinidad mayores, pero que
se encuentren en bajas proporciones en plasma, se espera que en el tiempo consigan
dominar sus interacciones por sobre otras proteinas mayoritarias. Conseguir evaluar esto a
la fecha es un gran desafio debido a que la presencia de proteinas mayoritarias dificulta la
deteccidon de otras minoritarias. Lacerda y cols. han observado que NpO interactuan
fuertemente con albumina, fibrinégeno, y-globulina, histonas e insulina, existiendo efectos
sobre esta interaccion al variar el tamafio de las NpO y el grosor de las capas proteicas que
recubren la particula.'” El tamafio es un factor critico determinante para la interaccién con
diferentes proteinas.['®!

Para comprender a fondo como se forma la CP se debe conocer no solo la composicion
de las proteinas unidas, sino también la cinética, la afinidad y la estequiometria de las
proteinas asociadas y disociadas con los NM.I'" " En este sentido en un area emergente
como la medicina personalizada asociada con la nanomedicina sera importante conocer el
comportamiento de cada individuo frente al NM y en este caso la formacion de la CP en un
individuo para un NM.!""®!

Debido a lo mencionado es necesario evaluar la interaccion de las NpO con el plasma

para obtener un perfil proteico que sera dependiente de la forma y tamafio de éstas y de su

funcionalizacion con los péptidos.
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1.6.2. Efectos de la CP sobre la farmacocinética y la toxicidad.

Para anticiparse a los posibles efectos adversos que pueden generar los NM, es
necesario comprender estos procesos de interacciones de los NM con fluidos biolégicos y
fundamentalmente con proteinas. Las NpO interactian rapidamente con las proteinas
presentes en fluidos biolégicos como inmunoglobulinas, lipoproteinas, proteinas de fase
aguda y proteinas involucradas en la via del complemento y la coagulacion. Las proteinas
gue son adsorbidas forman una capa dinamica que entra en contacto inmediatamente con
los NM en los sistemas vivos y potencialmente gobiernan la biocinética de los
nanomateriales y su destino in vivo. Estas interacciones contribuyen al tiempo de duracién
en la circulacién sanguinea, pudiendo tener efectos importantes en la eficacia terapéutica.
En condiciones fisiolégicas muchos NM rapidamente se unen a proteinas séricas, por lo
cual las células y tejidos nunca encuentran un NM desnudo. De esta manera algunas
proteinas pueden permanecer asociadas a las NP durante el tiempo de vida de la terapia,
definiendo asi la respuesta biolégica, influyendo sobre la captacion celular, acumulacion en
érganos y ruta de clearance."'”

Recientemente se han identificado proteinas plasmaticas que se unen a la superficie de
NpO estabilizadas con citrato, afectando el tamafio hidrodinamico de éstas, encontrandose
entre ellas elementos de la coagulacion, del sistema de complemento y algunas proteinas
que se unen y pueden influir en el reconocimiento por células del sistema inmune y el SFM.

En esta interaccion el tamafio también tiene un rol importante, pues NM de igual material
pero distinto tamano presentan diferentes perfiles de proteinas unidas en dicha corona,
encontrandose diferencias en el rango, naturaleza y cantidad de éstas proteinas. En este
contexto el pot-Z puede entregar mucha informacion, pues la mayoria de las proteinas

identificadas en diferentes NM son de caracter neutro o parcialmente positivas a pH
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fisioldgico. Estas proteinas que se unen pueden llevar a activacion de otras proteinas y
resultar en respuestas como por ejemplo fenémenos inflamatorios.[""”]

Estudios realizados sobre NM en base a niquel, diamante y aluminio han identificado 69
proteinas del plasma que se unen a éstas.['"® Otros grupos han detectado proteinas del
complemento, fibrinégenos y otras 68 proteinas sobre NpO sin observar efectos sobre la
agregacion plaquetaria, cambios en la coagulacion o activaciéon del complemento.!''”! Las
opsoninas presentes en la corona pueden crear una sefial molecular, reconocida por el
sistema inmune activando la internalizacion de particulas, pudiendo asi ser claves en el
destino de algunos NM.'"™! Pese a lo reportado no se debe descartar posibles efectos
trombogénicos que puedan desencadenar ciertos NM con superficie polianiénica, que
pueden activar los factores Xl y XI, iniciadores de la cascada intrinseca de coagulacion,™
por lo que al momento de disenar un farmaco en base a NM se debe buscar cierta
hemocompatibilidad para evitar estos posibles fenémenos.!""": 19!

También algunas interacciones pueden ser ventajosas, pues la union de
apolipoproteinas con NpO," en especial ApoE, puede asistir en el traspaso de la BHE por
transcitosis,!'” siendo este factor determinante para terapias dirigidas al SNC.['?% 21
Asimismo las interacciones con ciertas proteinas del plasma pueden ser ventajosas al
aumentar la estabilidad de ciertos NM, dado por la estabilidad de las mismas proteinas en
los distintos ambientes bioldgicos.'"?'*! Es el conjunto corona proteina-NM el que
realmente determina la distribucion dentro del organismo, resultando un nuevo paradigma
en el transporte de farmacos y terapias.'® Asi, la CP se convierte en la verdadera entidad
biolégica de las NP, afectando fendmenos de interaccion celular, toxicidad, distribucién en

el organismos, captacion celular y vias transporte a través de membranas y barreras

biolégicas (Figura 16). Por lo cual es posible hipotetizar que la NpO-CP, es la determinante
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de la localizacion subcelular, asi como a las distintas zonas donde puede acceder en el
organismo, siendo un factor clave en el tratamiento y deteccién de enfermedades.

En la Figura 17 se esquematiza el concepto de como es posible modular la distribucién
segun la naturaleza de la particula, asi una particula sin mayor modificacién superficial,
expone una gran reactividad dependiendo de la naturaleza de la superficie, pudiendo unirse
a muchas moléculas plasmaticas, como las opsoninas, por lo cual su acumulacion se vera
mayoritariamente relacionada a érganos vinculados con el SFM, (representado en verde).
Una particula modificada con PEG en superficie, disminuira este tipo de interacciones,
esperandose que éstas permanezcan mas tiempo en circulacion, aumentando la
disponibilidad para poder entregar farmacos a distintas dianas terapéuticas (representado
en rojo). Finalmente, es posible por medio de modificaciones de la superficie de las NP
modular el tipo de interaccion con proteinas del plasma. Como ejemplo puede mencionarse
el recubrimiento con polisorbato, con lo cual se puede inducir la interacciéon con ApoE y de
esta manera favorecer el paso a érganos como el cerebro que presentan receptores a nivel
de BHE para ApoE, (representado en azul).!"™

Para el caso de NV y NE estabilizadas con el detergente CTAB al interaccionar con
proteinas del plasma se produce una disminucién de la toxicidad.'®

Interacciones con distintas proteinas como transferrina y ApoE, podrian modular el
acceso a células tumorales que sobreexpresan receptores de transferrina y barreras
biolégicas como la BHE, donde se expresan receptores para ApoE facilitando asi la
transcitocis. Esto siempre que la interaccion NpO proteina permita su reconocimiento por
los distintos receptores para lo cual es necesario que las diferentes proteinas que
conforman la corona proteica conserven su estructura, o parte de su estructura para

favorecer el reconocimiento molecular.
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(i) Nanoparticulas-corona de proteina expuestas a las células
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dependi dependi clatrinas y caveolinas

Figura 16: Interaccion de NP con la superficie celular. Las NP interactuan con las células por medio de
la CP. (A) Captura de complejos de NP-proteinas de gran tamafio, aglomeraciones de NP pueden ser
internalizadas por celulas especializadas como macrofagos y neutrdéfilos por medio de fagocitosis, (B)
Captura no especifica de fluidos extracelulares conteniendo agregados de NP, por medio de
macropinocitosis. La endocitosis de los complejos de NP@CP puede ser también por mediod de
receptores especificos involucrados en la formacion de caveolas (C), clatrinas (D) o por endocitosis

independiente de clatrinas o caveolinas (E). Imagen extraida de la referencia [108].

Las interacciones con opsoninas que pueden conducir a la captacion por el SFM, pueden
ser determinantes del tiempo que las NpO se mantienen en circulacion.['"* 2! Por su parte
las opsoninas sobre NpO pueden tener influencia sobre la captacion y el clearance teniendo
repercusion en la distribucion y llegada a los posibles blancos terapéuticos.!'®! Asimismo

NpO de 50nm pueden interactuar con transferrina y asi penetrar en diferentes células por

endocitosis mediada por clatrinas.!"?"!
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Figura 17: Biodistribucion de NP determinada por interacciones con proteinas plasméticas.[49]

Aunque se han mencionado algunos ejemplos de los efectos de la corona sobre la
farmacocinética, toxicidad y penetracion celular, hasta el presente existen pocos estudios
acerca de la composicion de las proteinas que interactian con los NM y su afinidad por los
mismos. Por lo cual, en el presente trabajo se estudio la interaccion de proteinas del plasma
con NpO funcionalizadas con péptidos.

Finalmente es importante considerar cual es la conformacién de las proteinas que
forman la corona proteica ya que pueden existir cambios en sus actividades proteicas,
debido a que se puede afectar a las estructuras nativas de las mismas (Figura 14), teniendo
impacto biolégico. La hemoglobina es un ejemplo, al interaccionar con quantum dots (QD),
afecta su estructura secundaria produciéndose una pérdida de la actividad. Otro ejemplo es
el de la albumina también sufre cambios conformacionales al ser expuesta a NpO

perdiendo su estructura nativa.l'"®!
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1.6.3 Posibles efectos de NM sobre la estructura y funcién de las proteinas.

En este complejo formado también es importante considerar cual es la conformacién de
las proteinas que forman la corona proteica ya que pueden existir cambios en sus
actividades proteicas, debido a que se puede afectar a las estructuras nativas de las
mismas (Figura 14) teniendo impacto bioldgico. La interaccion de los NM con las proteinas
puede producir plegamientos anomalos y agregacion de proteinas pudiendo producir
efectos tanto nocivos como beneficiosos para la salud. Es fundamental comprender el
efecto de los NM sobre los procesos biolégicos esenciales como el plegamiento de
proteinas que pueden llevar a posibles perdidas de su funcién.!'®* 1%

Existen pocos trabajos en la literatura en los que se estudie el efecto de los NM sobre la
funcion de las proteinas. Por una parte, se ha descrito como NpO de 20nm pueden
aumentar la actividad y estabilidad de la tripsina, posiblemente debido a que al interactuar
con la superficie de NpO sufre pequefios cambios conformacionales, que conducen a un
aumento de la actividad enzimatica afectando en la interaccién con inhibidores y a su vez
protegiéndola de la degradacién por autolisis.'* '?®! Por otra parte, se han realizado
estudios de interaccion entre albumina sérica humana y NPs poliméricas de gran
hidrofobicidad empleando calorimetria diferencial encontrando que existe interaccién entre
las mismas no observandose cambios conformacionales de la protel’na.“25] En contraste, en
estudios realizados con quantum dots (QD) y hemoglobina se determind que existen
cambios conformacionales observandose una disminucion de conformaciones a-hélice al
interactuar con la NP produciéndose una pérdida de la actividad.!'* Existen indicios de que
la superficie de las NpO determinada por la funcionalizacién y la carga, puede afectar a la
estructura de las proteinas con las que interaccionan. Un ejemplo es el caso de la albumina
que sufre cambios conformacionales al ser expuesta a NpO perdiendo su estructura nativa

y observandose que cuando la particula es neutra no hay cambios significativos.!""”!
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Finalmente, en este contexto resulta muy interesante conocer el posible efecto que
pueda tener las NpO sobre la estructura del péptido AB. Recientemente, se ha determinado
que NP magnéticas (NPM) de Fe,O3 no afectan al crecimiento y formacion de las fibras, por
lo que la presencia de las NPM no altera la agregacion de AB.I'"®! Asi resulta crucial evaluar
los efectos que puedan tener las NpO-péptido sobre la agregacion y estructura de AB y si la
presencia de un espaciador entre la particula y el peptido LPFFD afecta a estos
parametros. Dichos estudios son muy relevantes considerando que las NpO podrian ser
utilizadas para diagndstico y terapia de la EA.

Actualmente dado los antecedentes que se manejan se puede pensar en realizar
aproximaciones en base a modelos in silico, como el planteado en el trabajo de Dell’Orco y
cols., en el cual se evalua computacionalmente las posibles cinéticas que tendrian las
interacciones con proteinas, segun caracteristicas de los NM como tamafo, carga,
composicion, entre otros, pudiendo asi aproximarse a los pseudo estados de equilibrio que
pueden presentar las interacciones entre los NM y las proteinas del plasma.l"*” Sj bien aun
la composicion de la CP se muestra como una caja negra, mientras mayor sea la cantidad
de informacién que se pueda obtener, modelos de este tipo tomaran mas importancia, para
predecir fendmenos de estabilidad, toxicidad y también el comportamiento in vivo.

En el presente trabajo se estudiara el efecto de los conjugados NpO-péptido sobre la
estructura y la agregacién de algunas proteinas de gran relevancia biolégica como

albumina, y la proteina B-amiloide respectivamente.
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2. HIPOTESIS.

La funcionalizacion de Nanoesferas de oro (NE) y Nanovarillas de oro (NV) con
diferentes péptidos (CLPFFD, CALNNLPFFD, CALNN, C-PEG-LPFFD, C-PEG vy
THRPPMWSPVWPCLPFFD) reduce los efectos sobre la viabilidad celular, aumenta la
estabilidad coloidal, modifica la estructura secundarias de la albumina, el patrén de
agregacion de AR y la composicion de la corona de proteinas plasmaticas relacionadas con
el proceso de biodistribucion.

La presencia de la secuencia peptidica LPFFD y THRPPMWSPVWP en los conjugados

NpO-péptido aumenta la llegada de las NpO al cerebro in vivo.

3. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto de la funcionalizacion de NE y NV con los péptidos CLPFFD,
CALNNLPFFD, CALNN, C-PEG-LPFFD, C-PEG y THRPPMWSPVWPCLPFFD sobre la
viabilidad celular, la estabilidad, la interacciéon con proteinas del plasma y la biodistribucion.

Estudiar el efecto de los conjugados péptidos-nanoparticulas sobre la estructura y

funcion de proteinas como la albumina y AR
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Sintetizar y caracterizar CLPFFD, CALNN, CALNNLPFFD, C-PEG-LPFFD, C-PEG,
THRPPMWSPVWPCLPFFD

Sintetizar y caracterizar Nanoesferas de oro (NE) de aproximadamente 12nm vy
Nanovarillas de oro (NV) con relacion de aspecto 4/1

Conjugar NE con CLPFFD, CALNN, CALNNLPFFD, C-PEG-LPFFD, C-PEG vy
THRPPMWSPVWPCLPFFD, y NV con CLPFFD.

Evaluar la estabilidad de NP funcionalizadas en presencia de plasma.

Evaluar toxicidad de los conjugados en lineas celulares SH-SY5Y de NM incubados y
sin incubar en plasma.

Evaluar efectos sobre la estructura y actividad de proteinas (albumina y AB) debidos
a la interaccion de NpO-péptido.

Identificar las proteinas del plasma que interactian con NpO-péptido (corona de
proteinas).

Estudiar la biodistribucion de NpO-péptido (NE-CLPFFD; NE-THRCLPFFD y NE)
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Sintesis de las secuencias CLPFFD, CALNNLPFFD, CALNN, CpegLPFFD,
Cpeg, THRPPMWSPVWPCLPFFD.

La elongacion del péptido en fase sélida fue llevada a cabo en jeringas de polipropileno
equipadas con discos porosos de polietileno. Los solventes y reactivos solubles fueron
removidos por succion utilizando una bomba de vacio. Los péptidos fueron sintetizados en

31y obtenidos en su forma amino en el

fase solida utilizando la estrategia Fmoc/tBu
extremo C-terminal. Todos los aa utilizados fueron Fmoc protegidos y se utilizé como
soporte polimérico la resina MBHA AM Fmoc Rink amida (Iris Biotech GmbH, grado de
funcionalizacion de 0,72mmoles/qg).

Antes de comenzar la sintesis, la resina depositada en la jeringa fue lavada con
diclorometano (DCM; Merck, grado laboratorio, P.M. 84,93) (2 x 1min) para hincharla y
luego con dimetilformamida (DMF; Merck, pro analisis. P.M. 73) (3 x 1min + 1 x 5min). La
remocion del grupo Fmoc se realizé con piperidina (Aldrich, pro analisis P.M. 85,15) al 20%
en DMF (1 vez x 1min, 2 veces x 10min). Finalmente se lavé con DCM (5 x 1min), para
eliminar trazas de piperidina y evitar desprotecciones no deseadas. Posteriormente, se
realizé el ensayo de ninhidrina para confirmar la desproteccion del grupo amino de la
resina.

Las reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo con Fmoc-aminoacido (Iris Biotech
GmbH) (4 equivalentes) y en el caso de PEG se empleé Fmoc-PEG(3)-COOH (acido 12-(9-
Fluorenil-oxicarbonil-amino)-4,7,10-trioxa-dodecanoico; Iris Biotech GmbH) (4 equivalentes),
en donde cada residuo se debid emplear con su grupo carboxilo activado mediante

carbodiimidas y un agente acoplante como HOAt (1-Hidroxi-7-Azabenzotriazol; Medalchem

de 99% pureza y de P.M. 136,14) (12 equivalentes) y/o HOBT (hidroxibenzotriazol) segun
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fuera el caso y PyBOP (Iris Biotech GmbH, P.M. 520,30) (4 equivalentes), los cuales fueron
secuencialmente agregados a la resina, y luego disueltos en 1mL de DMF, dejandose la
mezcla reaccionar por 60min. Transcurrido dicho periodo se evalud la efectividad del paso
de acoplamiento mediante el ensayo de ninhidrina. A partir del resultado se continud con la
desproteccion correspondiente para realizar el siguiente acoplamiento o bien se reacopl6 el
aminoacido hasta obtener una reaccion de ninhidrina negativa. Para realizar el reacople se
repitiéd el mismo procedimiento. Los lavados entre desproteccidn, acoplamientos de aa y los
subsecuentes pasos de desproteccion, se llevaron a cabo con DMF (3 veces x 1min) y
CH,Cl, (3 veces x 1min), usando 5mL de solvente cada vez."*? La desproteccion del grupo
amino del aminoacido recién incorporado se realizé mediante la adicién de piperidina-DMF
al 20%. Finalmente se agregé la solucion de clivaje (TFA 95%:H,0 2,5%:TIS 2,5%; (TFA:
Aldrich. Pureza 99%, P.M. 114,02; TIS: Fluka. Pureza 98%. P.M. 158,36) sobre la resina y
se dejo reaccionar por 60min para producir la escision del péptido desde la resina. Luego
de evaporar el solvente con un rotavapor fueron realizadas sucesivas precipitaciones con
tert-butil-metil-eter (Fluka. Pureza 99%. P.M. 88,15) y subsecuentes centrifugaciones. Se
eliminé el éter por evaporacion con un flujo de nitrégeno gaseoso (N,). Luego el péptido
obtenido se resuspendié en una mezcla Acetonitrilo:H,O (1:1) (Acetonitrilo (ACN):Merck.

Pureza grado HPLC. P.M. 41,05). Posteriormente se procedio a congelar y a liofilizar.

5.2. Caracterizacion de los péptidos CLPFFD, CALNNLPFFD, CpegLPFFD, CALNN,
Cpeg y THRPPMWSPVWPCLPFFD.

5.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia.

(High-performance liquid chromatography, HPLC). Los crudos obtenidos de la sintesis en
fase solida se analizaron mediante cromatografia liquida de alta eficiencia para determinar

su pureza. Para esto una pequefia cantidad de péptido (80mg) se disolvié en 4mL de una
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mezcla ACN: H,O (1:1). Este se filtr6 en un filtro de PVDF de 0,4um y del filtrado se
depositaron 250uL en un vial plastico (disefiado para el carrusel del HPLC). El vial se
coloco en el carrusel del equipo de HPLC/PDA, HPLC analitico Waters 1525 con deteccién
UV, el cual se configuré luego para tomar solo 10uL y realizar la cromatografia sobre una
columna Waters Sunfire (C18; 3,5um; 4,6 x 100mm) Con este equipo se obtuvo un
cromatograma dado por la absorbancia a 220nm, en donde absorbe el enlace peptidico. Se
realizé un gradiente de 0 a 100% del eluyente ACN en H,O obteniéndose a partir de éste, el
tiempo de retencion de los productos, y la polaridad adecuada del eluyente, puesto que en
algunos péptidos se debid ajustar este parametro para su mejor separacion. Luego el vial
empleado en este HPLC, se colocé en un siguiente HPLC que posee un detector de masa
(HPLC/MS), el cual se configuré para tomar 5uL, con los cual se pudo pre-identificar cada
producto utilizando el detector de masa, que correlacion6 cada pico detectado por el
detector UV-VIS. Posteriormente el péptido se purific6 por HPLC semi-preparativo
WATERS ALLIANCE, con una columna C18. Finalmente se obtuvieron los cromatogramas

HPLC de los péptidos purificados.[

5.2.2 Espectrometria de masas desorcién/ionizacion laser asistida por matriz.

(Matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI-TOF). Los péptidos purificados
fueron analizados mediante un equipo de espectrometria de masas desorcion/ionizacion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF) Bruker model Biflex Ill, utilizando una matriz de &cido
2,5-dihidrobenzoico (DHB; Fluka. Ultra Puro. P.M. 154,12) a una concentracion de 10mg/mL
en ACN/HCOOH 0,1% v/v (1:2). Para preparar la muestra se mezclé 1uL de la solucion de
péptido puro y 1uL de la matriz. Dicha mezcla se dejé secar sobre una placa porta muestra

metalica micro scout que posteriormente fue irradiada dentro del equipo de MALDI-TOF.!'
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5.2.3 Analisis de aminoacidos (AAA).

Para obtener la proporcion de los aa que conforman el péptido, estos deben ser
separados para analizarlos individualmente. Para esto se realizé una hidrolisis agregando
HCI 6N y un patrén de concentracién conocida (acido aminobutirico) calentandose la
muestra en un tubo cerrado a 110°C durante 72 horas. Posteriormente, se eliminé el acido
clorhidrico mediante evaporador rotatorio (hasta sequedad). El soélido obtenido fue
resuspendido en 200uL de HCI 20mM, de los cuales se tomaron 20uL, a los cuales se le
agregaron 60uL de tampdn borato (reactivo comercializado junto al AccQ-Tag kit de Waters
como AccQ-Fluor Borate buffer). Posteriormente la muestra se derivatizd6 agregando 20puL
de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) (reactivo comercializado como
AccQ-Fluor por Waters), el cual se dej6 durante 1min a temperatura ambiente y luego
10min a 55°C, para permitir que reaccione con aminas primarias y secundarias, reaccion
que se describe en la Figura 1.25. Una vez realizado este proceso la muestra se inyecto en
un equipo de HPLC-PDA conteniendo una columna AccQ-Tag, (C18; 4um; 3,9x15mm)
obteniéndose los picos correspondientes a los aa presentes en la muestra, para poder
realizar la comparacion se cuenta con un estandar de aa (pico-Tag comercializado junto al
kit AccQ-Tag por Waters). Las areas de los mismos se compararon frente a la de patrones
de los aa, determinandose asi el contenido de estos. Finalmente se determiné la proporcién
relativa de cada aminoacido en el péptido, con lo cual se puede corroborar si la secuencia
es la correcta, por medio de estos resultados sumados a los obtenidos por la deteccion de
masa se pudo corroborar que la secuencia deseada es la correcta y no un producto no

deseado.
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5.3. Sintesis de NE, NV, obtenciéon de conjugados y caracterizacion.

5.3.1 Preparacion del material.

Previo a la sintesis de nanoparticulas, el material utilizado debe estar limpio y libre de
interferentes, para ello se dejé en Extran al 2% en H,0 destilada durante una noche,
posteriormente se enjuagé con agua y se dejo en agua regia (3:1 HCI/HNO3) durante 30
minutos, para finalmente realizar enjuagues sucesivos en agua Milli-Q (18,2MQcm). A su

vez, todas las soluciones necesarias se prepararon en agua Milli-Q.["® ']

5.3.2. Sintesis de NE.

Para la obtencion de NE de tamafios cercanos a 12nm, se desarrollé el protocolo
descrito por Levy y cols.!" "*ISe preparé 100mL de una solucién acuosa 1mM de HAUCI,
(Aldrich, pureza 99,9%, P.M. 339,79). Esta solucion se colocd en un balén de dos cuellos
de 250mL. Sobre su cuello central se conectd un sistema de reflujo simple y un septum en
el cuello lateral. El baléon se dejé sobre un manto de calefaccion con agitador magnético
incorporado para lograr una mezcla continua y fue llevado a reflujo constante a ebullicién
durante 8min. Posteriormente se agrego rapidamente, por el cuello lateral del balén, 10mL
de una solucion acuosa 38,8mM de Naz;CgHs0;*2H,0 (Fluka, pureza 99,5%, P.M. 294,1) a
60° C (calentado en microondas). Inmediatamente luego de agregada la solucién aparecio
un color negro intenso en la mezcla, el cual transcurrido 3min pasé a un color rojo borgofia
intenso, indicativo de la formacion de las NE. Se dejé el sistema a reflujo por 30 minutos
mas y una vez terminado se dejo enfriar el baléon a temperatura ambiente. Posteriormente
se filtré la solucion mediante un filtro de PVDF de 0,45um y las NE obtenidas se

almacenaron a 4°C.['>
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5.3.3. Sintesis de NV.

Las NV fueron sintetizadas quimicamente mediante el método de crecimiento mediado
por nucleos de oro de un tamafio de 3-5nm.*®! Para obtener NV se comenzé con la
preparacion de la solucién de nucleos de oro, para lo cual se adicion6é 250uL de una
solucion de HAuCls 10mM sobre 9,5mL de una solucién 0,1M de surfactante bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB). Como agente reductor se agregd una solucién fresca fria de
NaBH,4 0,01M, observandose inmediatamente un cambio de coloracion de amarillo a pardo.
El sistema se mantuvo bajo agitacion vigorosa durante 30min y se dejaron en reposo por
2h. Para utilizar los nucleos obtenidos en una segunda etapa. En esta segunda etapa se
preparo la solucion de crecimiento de las NV mezclando en un vial de vidrio 75uL de AgNO;
0,01M y 9,5mL de CTAB 0,1M y en presencia se una agitacién suave se agregaron 500uL
de HAuCl, 0,01M. Rapidamente a esta solucién se le agregaron 55uL de acido ascérbico
0,1M como agente reductor, apreciandose una decoloracion del amarillo de la solucién
quedando transparente, lo que indica que se ha producido la reduccién del oro a Au™.
Posteriormente se agregaron 250uL de HCI 0,1M y luego12uL de la solucién de nucleos
preparada en la primera etapa. Se realizé una agitacion muy rapida por pocos segundos y
luego esta solucidn se dejo reaccionar por 10min a 27°C. Al cabo de los 10min, la solucién
fue centrifugada a 7030RCF durante 15min. Finalmente el pellet obtenido fue separado del
sobrenadante y resuspendido en 4mL de una solucién de CTAB 0,1M, o directamente en
una solucion acuosa conteniendo el péptido deseado para su funcionalizacién. Después de
72h la solucién fue centrifugada a 1520RCF durante 60min y el pellet fue resuspendido en
4mL de CTAB 2,5x10° M, obteniéndose asi una solucién coloidal de NV estabilizadas con

CTAB (NV-CTAB) o con el péptido deseado.
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5.3.4. Obtencion de conjugados de NE con péptidos CLPFFD, CALNNLPFFD,
CpegLPFFD, CALNN, Cpeg y THRPPMWSPVWPCLPFFD.

Las NE obtenidas fueron conjugadas con los péptidos CLPFFD, CALNNLPFFD,
CpegLPFFD, CALNN, Cpeg y THRPPMWSPVWPCLPFFD, respectivamente. Se prepard
una solucion 1,5mM de cada péptido que se agregd a 20mL de NE (de concentraciéon
aproximada 8nM), previo a esto las NE fueron llevadas a un pH superior al del punto
Isoeléctrico (pl) de cada péptido, con el fin de evitar agregacién por carga, para lo cual se
utilizé NaOH 0,1M. La mezcla anterior fue agitada durante la noche a temperatura ambiente
para favorecer la quemisorcion, luego se depositd la solucién dentro de una membrana de
didlisis (Spectrum Lab de diametro 32mm, MWCO 6.000-8.000). La muestra fue dializada
durante 3 dias frente a 2L de una solucion de citrato de sodio 1,2mM. La solucién externa
se renovo 1 vez por dia en este periodo. Cada solucién de NE-péptido fue conservada a

4°C hasta su posterior uso.

5.3.5 Obtencioén de conjugados de NV con el péptido CLPFFD.

Para obtener los conjugados NV-CLPFFD luego de la sintesis antes descrita de NV, una
vez obtenido el pellet, éste fue resuspendido en una soluciéon acuosa de péptido a una
concentracion de 0,088mM. Una vez homogeneizada la solucién coloidal se dejo
interaccionar durante 72h a 27°C. El paso final consistié en centrifugar a 1520RCF durante

60min y el pellet fue resuspendido en una solucién acuosa de CTAB 2,5x10° M.

5.4. Caracterizacion de las NpO y de los Conjugados NpO-péptidos.
Los conjugados fueron caracterizados por espectrofotometria UV-Vis-NIR, DLS, pot-Z,
XPS, TEM y TEM de alta resolucién asi como espectroscopia electronica de perdida de

energia (EELS). Asimismo, la relacion de numero de moléculas de péptido/nanoparticula se
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determin6 por activacién neutrénica (AAN) o ICP/MS y AAA. Cada andlisis realizado se
llevé a cabo para 3 lotes obtenidos en diferente tiempo, de los cuales se informa el

resultado promedio y su correspondiente desviacion estandar.

5.4.1. Caracterizacion por Espectrofotometria de absorcion molecular.

Una vez obtenidas las NE fueron caracterizadas mediante espectrofotometria de
absorcion molecular utilizando un espectrofotometro Perkin ElImer modelo Lambda 25 UV,
para observar la banda de resonancia del plasmon. Estas mediciones fueron realizadas en
cubetas plasticas de 1cm de longitud en un rango de 400-800nm empleandose como
blanco citrato de sodio 1,2mM en el espectrofotometro de doble haz. Por su parte, las NV
obtenidas también fueron caracterizadas mediante espectrofotometria de absorcion
molecular, con la finalidad de observar las dos bandas de plasmoén caracteristicas: la
transversal aproximadamente en una A de 510nm y la longitudinal en una A que abarca
desde los 600-1000nm, dependiendo de su relacion de aspecto."” En este caso particular,
al ser las NV de una relacién de aspecto ~4, sus bandas caracteristicas presentan A cerca
de los 510nm y los 800nm, respectivamente. Por su parte, una vez obtenidos los
conjugados, estos fueron caracterizados mediante esta técnica bajo las mismas
condiciones que NpO sin conjugar con el fin de detectar variaciones en la banda del
plasmén después de la conjugacién. Asi, el ensayo se realizé en NE, NE-CLPFFD, NE-
CALNNLPFFD, NE-CALNN, NE-CpegLPFFD, NE-Cpeg, NE-THRPPMWSPVWPCLPFFD
asi como también en NV y NV-CLPFFD. Es necesario sefalar que las NE-CLPFFD(cf) y
NE-THRCLPFFD(cf) (cf corresponde a carboxifluoresceina) fueron caracterizadas ademas
por fluorescencia, empleando un espectrofluorimetro Perkin Elmer Luminicence
Espectroscope LS50B. Para obtener el espectro de fluorescencia se excité la muestra con

una A de 492nm, correspondiente al maximo de excitacién de carboxifluoresceina, y se
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obtuvo el espectro de emisién entre las A 500-550nm, el maximo de emisidén se espera en

una A de 517nm.

5.4.2. Microscopia electronica de transmision.

(Transmission electron microscopy, TEM). Esta técnica se ha descrito para estudiar la
morfologia y homogeneidad de tamano de las NpO. Las imagenes obtenidas de NE y NV
fueron realizadas en un equipo JEOL JEM-1010. Para realizar esta medicidon se depositd
una gota de 20uL de la muestra sobre una rejilla de cobre de 200mesh recubierta con el
polimero formvar que luego se dej6é secar por al menos 1 hora. Finalmente se observé al
microscopio empleando una aceleracion de los electrones desde 120keV. En el caso de la
NV, las rejillas fueron pre tratadas para aumentar la adhesién de las mismas por las NV.
Estas fueron cargadas sometiéndolas a una luz ultravioleta durante 15s. Luego de este
tratamiento, se siguié con el procedimiento descrito previamente de depdsito de la muestra,
secado y observacion de la misma. Asi, el ensayo se realizé en NE, NE-CLPFFD, NE-
CALNNLPFFD, NE-CALNN, NE-CpegLPFFD, NE-Cpeg, NE-THRPPMWSPVWPCLPFFD

asi como también en NV y NV-CLPFFD

5.4.3. Dispersion dinamica de la luz.

(Dynamic light scattering, DLS). Las NpO, tanto NE como NV también fueron
caracterizadas mediante DLS con el objetivo de determinar sus diametros hidrodinamicos y
su estabilidad coloidal. Estas mediciones fueron realizadas por ftriplicado en un equipo
Malvern Instrument Zetasizer Nano ZS en cubetas plasticas de 1cm. Asi, el ensayo se
realizé en NE, NE-CLPFFD, NE-CALNNLPFFD, NE-CALNN, NE-CpegLPFFD, NE-Cpeg,

NE-THRPPMWSPVWPCLPFFD asi como también en NV y NV-CLPFFD.
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5.4.4. Potencial Z.

(Z potential, pot-Z). Las NpO, tanto NE como NV también fueron caracterizadas segun la
carga aparente superficial, dada por la carga, con el objetivo de determinar posibles
relaciones fisicoquimicas que permitan predecir estabilidad asi como también su incidencia
biolégica. Estas mediciones fueron realizadas por triplicado en un equipo Malvern

Instrument Zetasizer Nano S90 en cubetas plasticas de 1cm.

5.4.5. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X.

(x-ray photoelectron spectrocopy, XPS). Mediante espectroscopia fotoelectrénica de
rayos X (XPS) se observaron las sefales de los electrones 4f ;;; y 4f 5, del oro para el caso
de las NE y NV, para el caso de las NV también se observaron los electrones 3d del bromo
proveniente del CTAB, y finalmente los electrones 3d 5, y 3d 7, de la plata, uno de los
elementos fundamentales en la sintesis para controlar la relacion de aspecto. Para el caso
de los conjugados se observaron las sefales de los electrones S 2ps ¥y S 2p4, del azufre
proveniente de los péptidos para verificar la unién S-Au.

Las mediciones se realizaron en un equipo PHI Multitechnique 5500 con una fuente
monocromatica de rayos X (Al KR linea de 1486,6 eV de energia y W 350). La muestra es

pulverizada y puesta en una camara ultra alto de vacio entre 5x10° y 2x10®Torr.

5.4.6. Estimacion del nimero de moléculas de péptido por NpO (NE y NV).

Los conjugados se dividieron en dos alicuotas. A una de ellas se le determino el
contenido de aa y a la otra el contenido de oro para obtener la concentracion de NpO. Una
alicuota fue de 200pL para cuantificacién de oro y otra de 8mL de NE y sus conjugados asi
como 15mL de NV y sus conjugados para el AAA. De esta manera se estableci6 la relacidon

moléculas de péptido/NpO.
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5.4.7 Activacion neutrénica para la determinacién de oro.

En paralelo a lo anterior, alicuotas de 200uL de los conjugados fueron liofilizadas y en el
residuo obtenido se determinaron los niveles de oro por AAN. Estas determinaciones se
realizaron en la Comisién Chilena de energia Nuclear (CChEN). Las muestras fueron
colocadas en un papel de aluminio. Estas se introdujeron en un reactor nuclear RECH-1
con un flujo de electrones de 2-4 x10"n/(cm?xs) por un tiempo de alrededor de 15-25h
iniciando asi la conversién de '’Au a "*®Au. Luego de 6-9 dias de decaimiento, los rayos y
emitidos por la muestra fueron contados y ordenados por energias usando un detector de
germanio acoplado a un espectrémetro de rayos y multicanal. Los espectros y fueron
analizados con el software SAMPQO90 Canberra. Una vez obtenida la concentracion de oro
presente en la muestra y conociendo el numero de atomos por NE y NV asi como la
densidad de este elemento en el nanocristal y el tamafio de las mismas mediante
observaciones de TEM (realizando una estadistica sobre 100 particulas de NE y NV) se
determiné la concentracion teérica molar de las NE y NV.®% " Finaimente conociendo la
concentracion de péptido en las NpO y la concentracién de estas mismas particulas se

determiné el nimero de moléculas de péptido por NpO.

5.4.8. Fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo, con detector de masa o
acoplado a un espectrofotometro de emision dptica.

(Inductively coupled plasma ICP, mass spectrometry, ICP-MS and optical emission
spectrometry, ICP-OES). En conjunto a la AAN, mediante ICP-OES e ICP-MS se puede
determinar la cantidad de oro total de la muestra. Para tratar las muestras de NpO-péptido
se tomaron 25mL de cada muestra que se depositaron en un reactor de teflén (el cual fue
limpiado previamente con una solucién de 3,5mL HNO3+ 0,5mL HCI. Se dejé por 2h a 90°C)

al que se le agregé 1mL de HNO; + 0,5mL de H,O, + 0,5mL HCI. Se cerr6 el reactor
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herméticamente y se dejé durante toda la noche a 90°C. Luego se dejo enfriar y se
trasvasijo toda la mezcla a un matraz aforado el cual se enrasé a 25mL con una solucién de
Tiourea (TU: 0,02% Tiuorea en HCI 0,12M) (quedara al 2%de HNO; en TU).
Posteriormente se inyecté en el equipo ICP-MS empleandose para la cuantificacion
soluciones patréon de Au de diferentes concentraciones (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 y 5ppm). El

detector de masa entregd un valor que debe ser integrado en la curva de calibracién.

5.4.9. Estimacion de la concentracién molar de NE y NV.

Una vez obtenidos los datos de oro, se procedié a la estimacién de la cantidad en
concentracion molar de las NpO, la cual es un valor tedrico y sirve como una aproximacion.

Para el caso de las NE, el proceso no es complejo y se refiere al uso de la ecuacion 2.1
publicada por Liu y cols., que considera los datos de diametro obtenidos por TEM y asi al
conocer la concentracion de moles obtenidos de Oro se puede calcular a cuantos moles de

NE equivalen.["®!

Donde:
Ecuacion 2.1 Nne: Numero de atomos de oro por NE
p: Densidad de una solucion de oro (19,3 g/cm®)
mpD3 :
NE = s — 30,89602D3 M: Masa molecular del oro (196,97g/mol)
C

D: Diametro de NE determinadas por TEM en nm

F.: Factor de conversion de unidades
Para el caso de las NV, conociendo los datos de las cantidades en moles de oro y
conociendo el largo y el ancho promedio de las NV (determinados ambos por TEM) se
procedid a determinar la concentracion (molar) de NV (Cyy) siguiendo la ecuacién 2.2

publicada por Link y cols."*":

Donde:
Ecuacion 2.2: Cnv: Concentracion molar de NV
AC p: Densidad de atomos de oro en el bulk (59 atomos/nm?®)
Au
Cnv = —anZL Cau: Concentracion de oro determinado

L: Largo de las NV determinadas por TEM
W: Ancho de las NV determinadas por TEM
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5.4.10. Andlisis de aminoacidos (AAA).

Al igual como se procedi6 con los péptidos puros, es necesario realizar la derivatizacion
de cada aminodacido para poder identificarlo. Asi, para conocer la fraccién o porcentaje de
péptido unido a las NpO (NE y NV) se realizaron AAA a los conjugados.

El proceso es muy similar al descrito para los péptidos puros. Para lo cual se liofilizaron
8mL de los conjugados tanto de NE, NE-CLPFFD, NE-CALNNLPFFD, NE-CALNN, NE-
CpegLPFFD, NE-Cpeg, NE-THRPPMWSPVWPCLPFFD asi como también 15mL de NV vy
NV-CLPFFD. Una vez obtenido el liofilizado, el procedimiento fue tal cual al descrito

previamente en la caracterizacion de los péptidos. (seccién 2.1.2.3)

5.5. Estudio de estabilidad de NpO y sus conjugados en PBS y plasma.

Para estas mediciones se incubaron los pellets resultantes de 10mL de cada solucién de
nanoparticulas (luego de centrifugar por 16100RCF durante 15min) con 10mL de PBS
0,1M o 10mL de una solucién de plasma humano diluido al 30% en agua ultra pura. Los
mencionados pellet se resuspendieron empleando un vortex por 1min. Las muestras se
dividieron en 10 alicuotas de 1mL cada una y se dejaron incubando por diferentes tiempos
a 37°C. Para el caso de la medicion por espectrofotometria UV-vis se midié directamente
utilizando como blanco una solucién equivalente de plasma sin NpO conjugadas. Para la
determinacion de tamanos por DLS, aquellas muestras incubadas en PBS se midieron sin
problemas, mientras que aquellas incubadas en plasma, se debieron centrifugar pues la
presencia del plasma generd interferencia en la sefal. Para ello las muestras se
centrifugaron a 16100RCF por 45min y los pellet obtenidos se resuspendieron en agua ultra
pura. De la misma manera para realizar micrografia TEM se debi6 eliminar el plasma en

exceso con el fin de intentar observar la posible CP sobre las NpO conjugadas.
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5.6. Evaluacion de efectos de las NpO sobre la estructura y actividad de proteinas

debidos a la interaccion de NpO-péptido.

Para evaluar los posibles efectos de las NpO sobre péptidos y proteinas, se propuso
evaluar los efectos sobre la formacion de fibras de B-amolide y sobre la estructura
secundaria de la albumina. Para obtener informacion acerca de la interaccion de las NpO
con las proteinas se puede realizar un espectro de absorcidén, en el cual se espera un
cambio sobre la RPS de NpO.'" Los efectos sobre las proteinas pueden evaluarse
determinado cambios en la actividad de las mismas, en cambios estructurales por dicroismo

circular.!'%

5.6.1. Efectos de NpO sobre la estructura secundaria de la albumina estudiados
por dicroismo circular (CD).

Para este fin se incub6 0,1mM de Albumina con 0,4nM de conjugados, luego de lo cual,
se colocé la suficiente muestra en una cubeta para CD, y empleando un equipo Jasco 815
de dicroismo circular, se obtuvo el espectro entre 190 y 250nm, con un tiempo de
respuesta de 2s y una velocidad de barrido de 100nm/min y una resolucion de 0,5nm. Cada
espectro es el resultado del promedio de 3 acumulaciones. Los espectros se graficaron
segun su elipticidad molar media v/s A. Empleando estos datos se realizd el analisis
determinandose los contenidos de las siguientes estructuras: % a-hélice, el % de lamina-B y
el % de espirales al alzar. Para el analisis se empleé la base de datos Dichroweb

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml), con la cual es posible realizar la

comparacion para cada espectro, y asi obtener el % de estructuras secundarias en cada

caso.'®
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5.6.2 Estudio de la formacidn de fibras del péptido AB1.42 en presencia de NpO.

Para estudiar la forma en que se agrega el péptido B-amiloide, se debe obtener una
solucién homogénea del mismo libre de agregados. Para lo cual una alicuota de 1mg de
péptido AB (comercializado por r-peptide, USA) se suspende en agua (1mL). La solucion es
dividida en 10 alicuotas que posteriormente fueron liofilizadas y almacenadas a -20°C. Asi
previo cualquier ensayo con AP, una alicuota de 100ug, es disuelta en 200ug de
1,1,1,3,3,3-hexafluoro- 2-propanol (HFIP), condiciéon en la que se mantiene por 30min a
temperatura ambiente. Posteriormente la alicuota es nuevamente liofilizada, y una vez
obtenida la muestra se disuelve en agua para obtener una solucién 400uM de. De esta
manera se forman los intermediarios prefibrilares para agregacién amiloidogénica. Esta
solucién debe ser preparada y utilizada en el momento para comenzar los estudios
posteriores.

Asi para evaluar el comportamiento de AB en presencia de las NpO (NE; NE-CLPFFD;
NE-THRCLPFFD; NV-CLPFFD y NV-CTAB), se emple6 una concentracioén final de 1nM de
nanoparticulas. Asi para 200uL se empled un volumen de 25uL de NE y para el caso de las
NV, la concentracion final fue de 0,2nM, para lo cual se emple6 40uL de las NV siendo el
volumen final de 200pL. A estas soluciones se les agrego AR (preparado como se indico en
el parrafo anterior), para conseguir una concentracion final de 100uM de AB. Asi la solucién
es incubada a 37°C con agitacion de 300rpm, durante el tiempo que tarda el ensayo, en
nuestro caso el estudio se realiza para las primeras estadias del crecimiento, dado durante
24 horas. Durante el tiempo, la formacién de fibra es monitoreada por el ensayo de
tioflavina (Th-T) y el producto final se analiza por TEM para confirmar la presencia de las

fibras.
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5.6.2.1 Estudio de agregacion de AP en presencia de NpO mediante fluorescencia
de Th-T.

El seguimiento de la formacion de fibras de AR se realizé por el test de fluorescencia de
Th-T (450nmg,/480nmegy,) en presencia de fibras de AB. De esta manera se puede detectar
la presencia de fibras como asi también evaluar la desaparicion o aumento de las
mismas.[*® % Asi para llevar a cabo el ensayo, durante la incubacién, 10uL de las
muestras se depositaron en pocillos de placas de fondo negro Nunc F96 MicroWell™
Plates Polystyrene Black que contenian 80uL del buffer glicina 0,1M a pH 8,4 y segundos
antes de realizar la medicion se agregaron 10uL de Th-T 100uM a cada pocillo. Estos
experimentos fueron realizados en un espectrofluorimetro de placas BioTek, modelo
synergy MX, excitando a 450nm y leyendo la fluorescencia a 480nm. Todos los datos de
fluorescencia de Th-T realizados en la presente tesis se expresaron como la media +/- SD

(desviacién estandar).

5.6.2.2. Estudio de agregacion de AR en presencia de NpO mediante TEM.

Para evaluar la formacion de las fibras se emple6 TEM, para lo cual, se emplearon
rejillas de Cu (200mesh recubiertas con una pelicula de carbono formvar). Para la carga de
la muestra, se depositan 20uL de muestra sobre una superficie muy limpia, se suele
emplear un trozo de papel transparente parafilm para esto. Sobre esta gota, se deposita
cuidadosamente la rejilla, cuidando de colocar la cara formvar en contacto con la muestra,
el tiempo de contacto es de 2min, luego de los cuales la rejilla es tratada para disminuir el
exceso de muestra. Para esto ultimo se debe depositar la rejilla cargada sobre una gota de
agua Milli-Q de 10uL durante 1min, proceso que debe ser repetido dos veces, se traspasa

la rejilla sobre una gota de 20uL de acetato de uranilo al 2% y se deja durante 2min.
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Finalmente se elimin6 todo el exceso de liquido de la rejilla y se dejé secar durante al

menos 2 horas para luego observar la rejilla por TEM.

5.7. Evaluacion de la viabilidad celular en presencia de NpO.

Con el fin de evaluar el efecto de las NpO sobre la viabilidad celular, se realizé el ensayo
de proliferacién celular en solucién acuosa (CellTiter 96° comercializado por Promega),
conocido como MTS, es un ensayo colorimétrico, que permite determinar el numero de
células viables en ensayos de proliferacion y de citotoxicidad. Este metodo esta basado en
la reduccion de una sal de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio, MTS] en presencia del reactivo acoplante electronico metosulfato
de fenazina; PMS).

El estudio de toxicidad se realizé en lineas celulares SH-SY5Y sembradas sobre placas
de 96 pocillos, con una confluencia de 2500 celulas por pocillo. Una vez pegadas las
células (5000 celulas) Ison tratadas con las NpO durante 24 hs. Las mismas fueron
incubadas a 37°C y con 5% de CO,. Luego de transcurrido el tiempo, se descart6 el
sobrenadante y se agregaron 100uL de medio DMEM+10%FBS, sobre los cuales se
agregaron 20uL de la solucion MTS/PMS (2mg/mL MTS y 0,046mg/mL PMS). La placa se
incubo6 a 37°C y 5% de CO, por un periodo de tiempo entre 0,5-2 horas. De esta manera se
reduce el del MTS dando un producto detectable por espectrofotometria a una A de 490nm
en un espectrofluorimetro de placas, empleando también un valor de referencia en los
655nm. El resultado corregido se entrega por la diferencia de la absorbancia medidas
ADbS)s90nm- Absysssnm. EI ensayo de viabilidad se realizé en un triplicado por placa y un
triplicado de placa, obteniéndose un n=9. Los datos se ajustan al control positivo referido
como 100% de viabilidad. Los datos se entregan segun la desviacion estandar y se realiza

una comparacion segun un analisis estadistico de varianza en una via ANOVA, con una
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correccion de tukey y un nivel de significancia, a=0.05 (95% intervalo de confianza).

(p>0,05 es ns; p<0,05 *; P<0,01 ** y p<0,001 ***)

5.8. Identificacion de las proteinas de suero y plasma que interactian con NpO-
péptido (CP).

Se realiz6 la incubacién de las NpO-péptido con plasma, para ello se tomaron 20mL de
cada NpO-péptido y se concentraron utilizando tubos de separaciéon por centrifugacion
Amincon con un MWCO de 5000 para lo cual se centrifugaron durante 20min a 16100RCF
(concentracion final de las nanoparticulas fue de 20nM). A la solucién resultante se le
agregaron 4mL de plasma (diluido al medio con PBS), obteniéndose un volumen final de
8mL. La solucién resultante se incubd durante 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo de
incubacion se procedié a la separacion de las proteinas del plasma no unidas a los
conjugados. Dicha separacién se realizé en base a métodos no perturbadores para el
complejo NM-proteina. Para ello se realizé una centrifugacion a 16100RCF por 45min. El
pellet se resuspendié en PBS 10mM, seguido de una nueva centrifugacion bajo las mismas
condiciones. El pellet resultante se resuspendio en H,O nanopura y se volvié a centrifugar
en las mismas condiciones. Para la separacién de las proteinas se empled una solucion
desnaturalizante consistente en 8M Urea/2% CHAPS. Para lo cual se agregd 150uL de la
mencionada solucidn al pellet obtenido en el paso anterior sonicandose luego por 30min.
Posteriormente se dejo incubando la solucion resultante por 2h luego de lo cual se realizd
una centrifugacion final, esta vez recuperando el sobrenadante que contenia las proteinas
que interaccionan con las nanoparticulas. La identificacién de las mismas se realizé de
acuerdo a Lundqvist y cols. empleando geles desnaturalizantes 2D SDS/PAGE."""® Para
ello en primer lugar se cuantificaron las proteinas obtenidas y luego se sembraron en los

geles exactamente 50mg de las proteinas totales sobre la tira de isoelectroenfoque (tiras
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marca GE health & care, con un rango de pH de 3-10 no lineal). Asi se realizo la corrida en
la 12 dimension en un equipo de Isoelectroenfoque llphor GE. El programa de corrida se
dividio en 4 pasos: el primero de 16 a 20 horas para el sembrado de la muestra, el segundo
de 30min con una carga total de 500V, el tercero de 30min a 1000V y finalmente el cuarto
de 1h 40min a 5000V hasta conseguir un total de 7500Vha. Posteriormente cada tira con la
primera dimension realizada se colocé en un gel de poliacrilamida SDS-Page
desnaturalizante preparado al 10%, el cual se corrié a 120V con 20mA por gel. Una vez
obtenido el gel en 2D, se realiz6é una escision de los spots seleccionados, una digestion con
tripsina, la muestra obtenida fue concentrada y purificada por medio de una columna C18
en fase reversa y eluida diréctamente sobre la placa de MALDI junto a 1yL de matriz acida
de a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (al 99%, Aldrich preparada 10mg/mL en 50%
ACN/H20 (v/v) y 0,1% de TFA), para asi realizar el analisis de masas empleando para ello
un espectrometro de masas MALDI-TOF-TOF 4700 proteomics analyzer (Applied
Biosystems). Los datos de espectrometria de masas fueron empleados para identificar las
proteinas de la base de datos NCBI primary sequence, utilizando como buscador el sistema
MASCOT. En donde la identificaciéon se realiz6 comparando espectros (MS/MS) de cada
fragmento con un parametro de busqueda con un maximo de 2 fragmentos de corte
perdidos. La tolerancia en el peso molecular fue de 70ppm y 0,25Da, para los espectros de
MS y MS/MS respectivamente. En paralelo a esta estratégia de identificacién de spots, se
tomé una cantidad de las proteinas totales y fueron directamente digeridas para luego

realizar LC-MS/MS del crudo de proteinas.""®

5.9. Distribucion de NE-CLPFFD ex vivo.
Para llevar a cabo parte de los primeros estudios de distribucion, se concentraron las

soluciones coloidales obtenidas desde aprox. 8nM hasta soluciones 20nM. Las muestras se
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obtuvieron por centrifugacion en tubos de centrifuga Millipore, Amicon a 2800RCF por
15min extrayéndose el pellet y diluyéndolo hasta llegar al volumen deseado.

En el ensayo de distribucién, se utilizaron ratas macho de entre 200 a 300g (cepa Sprague
Dawley) suministradas por el bioterio de la Facultad Cs. Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile, A las mismasse les inyectaron las soluciones de nanoparticulas a una
proporcién de 1mL de conjugado por cada 100g de animal por via intraperitoneal, para
luego ser sacrificadas a distintos tiempos (1, 2, 4 y 24h) y obtener los 6rganos de interés.
Los niveles de NE se determinaron a partir de la cuantificacion ex vivo de oro en los
organos estudiados. Estos resultados se complementaron con observaciones por
microscopia de fluorescencia de cortes de tejido. Para poder llevar a cabo la deteccion se
empled las NE-CLPFFD(cf). Asimismo, se realizé la evaluacion de la integridad de la BHE

luego del tratamiento con NE-CLPFFD.

5.9.1. Detecciéon de NE-CLPFFD por cuantificaciéon de oro.

transcurrido los distintos tiempos de estudio, se sacrificaron los animales tratados para
lo cual se utilizé como sedante isoflurano (Neopharma, 100mL), anestésico por inhalacion,
el cual es evaporado con un equipo de anestesia OHIO Ohmeda Modulus Il. Para
anestesiar a la rata se colocé en una camara conectada al flujo de isoflurano por 5min.
Luego el animal sedado se colocdé sobre una mesa quirdrgica y se mantuvo con una
mascara con anestésico durante todo el proceso. Asi se procedid a realizar una perfusion
suave, utilizando una pequena cantidad de PBS [NaH,PO, 0,02M, Na,HPO, 0,08M y NaCl
0,15M (pH 7,4)] (1mL) y luego paraformaldehido al 2% en PBS (6mL) a un flujo controlado
de 1mL por 1min con bomba peristéltica. Luego, se extrajo el higado, rindn y cerebro, los
cuales se colocaron en PBS durante el periodo de experimentacién. Una vez obtenidos los

6rganos de interés, se congelaron en N; liquido para luego ser liofilizados a -50° C con una
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presion de 0,137mBar. Una vez liofilizados, los 6rganos relativamente secos fueron molidos
en un crisol de porcelana, para asi homogeneizar las muestras y una vez molidas se
colocaron en una estufa a 120° C hasta conseguir un peso constante.

Una vez obtenidos los drganos liofilizados y en su peso constante, se analizaron por
AAN. Este analisis se realizé por la Comision Chilena de Energia Nuclear (CChEN) en la
planta nuclear de la Reina. Los datos obtenidos fueron a partir de 3 y 4 ratas por
tratamiento. Las muestras fueron enviadas luego de una molienda homogenizada de cada
organo dentro de viales de polietileno libres de elementos. Estas se introdujeron en un
reactor nuclear RECH-1 con un flujo de electrones de 0,25-1,3 x10™ n/cm?s con una fuente
de poder de 5mW por un tiempo de alrededor de 17h iniciando asi la conversién de '’Au a
' Au. Luego de 7-12 dias de decaimiento, los rayos y emitidos por la muestra fueron
contados y ordenados por energias usando un detector de germanio acoplado a un
espectrémetro de rayos y multicanal. Los espectros y fueron analizados con el software
SAMPO90 Canberra. Una vez obtenida la concentracién de oro presente en la muestra y
conociendo el numero de atomos por NE se determino la cantidad de NE en cada 6rgano.
Para evaluar los resultados entre los distintos tratamientos, los datos se entregan segun la
desviacion estandar y se realiza una comparacion segun un analisis estadistico de varianza
en una via ANOVA, con una correccion de Tukey-Kramer y un nivel de significancia, a=0.05

(95% intervalo de confianza). (p>0,05 es ns; p<0,05 *; P<0,01 ** y p<0,001 ***)

5.9.2. Deteccion de NE-CLPFFD por microscopia de fluorescencia.

A un grupo de ratas tratadas de igual manera que para la deteccion de oro, se
sacrificaron en los mismos periodos de tiempo, pero esta vez empleando como estrategia
de anestesia, la inyeccion intraperitoneal de 1mL/kg de Ketamina/Xilacina (2:1; Ketamina,

Ketonal 100. Ruchond vet S.A. 100mg/mL; Xilacina, Xylavet 2%, Agroland 20mg/mL). Una
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vez anestesiadas las ratas, se les realizd una perfusion transcardial suave por 2 min con
PBS y posteriormente con 4mL (flujo 1mL/1min) de paraformaldehido al 4% en PBS para la
fijacion. Luego se extrajeron los érganos de interés (higado, rindn, cerebro), cuidando de
mantener la integridad de cada 6rgano. Durante el proceso de extraccion los érganos se
mantuvieron en PBS. Posteriormente estos 6rganos se congelaron por inmersién en iso-
pentano (2-Methylbutano, Sigma-Aldrich, Grado HPLC, P.M. 72,15) en un bafio de Ny. Los
6rganos congelados fueron mantenidos a -80°C hasta la realizacion de cortes. Para los
cortes, los érganos congelados fueron montados en OCT (embedding medium for frozen
tissue specimens. Tissue-Tek) sobre el ultra-micrétomo MICROM HM5000 y asi se
procedio a realizar cortes de 20um de grosor. Los cortes realizados al cerebro fueron del
tipo sagital, coronal y longitudinal, mientras que para el riién del tipo sagital y para el
higado del tipo longitudinal, sagital y transversal. Una vez obtenidos los cortes se adhirieron
a un portaobjeto silanizado (superfrost plus. Organosilane coated glass slide for
inmunohistochemistry and in situ hybridization application). Una vez obtenidos los érganos
adheridos, se fijaron en paraformaldehido (Fluka, pureza >95%, P.M. 30,03 como
monoémero) al 4% en PBS durante 30 min a 4°C. Luego se elimind el exceso con un lavado
de PBS 0,1 M durante 12 min a 4°C. Posteriormente se secaron y se montaron utilizando
medio de montaje Dako (Dako fluorescent Mounting Médium, DakoCytomation)
colocandose luego el cubreobjetos y finalmente sellandose con esmalte de ufia y
guardandose a 4° C hasta su visualizacién en microscopio. En conjunto se obtuvo a modo
secuencial cortes para tincion, la cual se llevo a cabo en paralelo, para la deteccion de las
zonas de los tejidos. La tincién en cerebro se realizé posterior al paso de fijacion descrito en
el punto anterior. Como los cortes de tejido se encuentran hidratados luego de la fijacién,
éstos se tifieron con el colorante cresil violeta (Merck. Para microscopia Certistain. P.M.

321,33) por 5 a 30min (segun preparacion de colorante, se realiz6 una prueba para fijar el
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tiempo correcto el cual fue de 25min). Luego se les realizé un lavado breve (dipping),
primero 5 veces con H,0O destilada, luego 5 en alcohol 70° y finalmente 5 en alcohol 95°.
Solo a aquellos cortes que estuvieron muy tefidos se les realizé una decoloraciéon con
solucién diferenciadora [Etanol 95%- Acido acético 0,5%] por un dipping. Posteriormente se
deshidraté el tejido utilizando una bateria de alcoholes, primero alcohol 95° por 3min, luego
alcohol 100° por 3min, y alcohol 100° por 3min y finalmente Xilol, 2 veces por 5min.
Finalmente se utiliz6 como medio de montaje entellan, para asi poder visualizar el tejido
utilizando el microscopio."? Del mismo modo se procedié con cortes de higado y rifion,
pero para la tincion se emple6 azul de Toluidina (AT. Merck. Para microscopia Certistain.
P.M. 305,83). Para el proceso de hidratacién se repitié lo descrito en el parrafo anterior. Asi
a cada corte se le agregd AT y se mantuvo por 5min. Se lavé con H,0, luego se deshidratd
y se montd al igual que como se describe para cerebro.['*”!

Una vez obtenidos los cortes montados, estos fueron visualizados bajo un microscopio
de fluorescencia Zeiss Axioplan y se recogieron las imagenes con una camara Nikon
coolpix ES400. Una vez obtenidas las imagenes estas fueron analizadas con programas
como Metamorph e Image J, a partir de los cuales se pudo cuantificar la fluorescencia. Los
datos fueron seleccionados a partir de 5 regiones de cada 6rgano y a su vez cada region a
partir de 3 ratas por tratamiento. Para evaluar los resultados entre los distintos tratamientos,
se realizé una comparacion segun un analisis estadistico de varianza en una via ANOVA,
con una correccion de Tukey-Kramer y un nivel de significancia, a=0.05 (95% intervalo de

confianza). (p>0,05 es ns; p<0,05 *; P<0,01 ** y p<0,001 ***)

5.9.3. Determinacién de integridad de BHE.
Para este estudio nuevamente inyecté un grupo de ratas con los conjugados.

Transcurrido 4h cada rata se sed6 inyectando intraperitonealmente ketamina-xilazina (2:1).
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Luego se inyect6 0,3mL/100g animal de Azul de Evans (The Coleman &Bell CO) al 4% en
solucién de NaCl al 0,9% por via cardiaca y transcurrido 10 min se realizé perfusion
intracardiaca. Para poder analizar los resultados es necesario contar con un control
negativo que consistié en una rata a la cual solo se administré el colorante, y un control
positivo, dado por una rata a la que se le inyectd Manitol (25% en solucién de NaCl al
0,9%). Este compuesto en altas dosis es capaz de desunir transitoriamente las uniones
estrechas presentes en el endotelio. Asi una vez obtenidos los cerebros, se procedié a la

comparacion de la tincion de cada cerebro.

5.10. Distribucién de NE-CLPFFD in vivo.

Para llevar a cabo parte de los estudios de distribucion in vivo, fue necesario el marcaje
de las NpO, para lo cual se disefi¢ una estrategia de marcaje de las NE, con el fin de lograr
esto fue necesaria la sintesis y caracterizacion previa del péptido CK, obtenido de acuerdo
a la sintesis descrita en la seccion 2.1.1 de este capitulo. La obtencion de las NE-
CK/CLPFFD, fue llevada a cabo de acuerdo a lo descrito en la seccion 2.1.2 de este
capitulo. Se conjugaron a las NE bajo una serie de proporciones CK/CLPFFD (4mM/1mM;
2mM/1mM; TmM/1TmM y 1mM/2mM respectivamente), de estas, finalmente la empleada

para los estudios posteriores in vivo fue CK/CLPFFD en la proporciéon 4mM/1mM.

5.10.1. Marcaje radioactivo de NE para estudios in vivo.

Para el marcaje con N-succinimidil-4-['®F]-fluorobenzoato ([ '®F]-SFB). Para esto fue
necesaria la sintesis de ['°F]-SFB, que fue llevada a cabo en un modulo Eckert & Ziegler,
bajo la metodologia descrita por Mading y cols."*"! EI [*®F] fue obtenido a partir del
bombardeo de [®0]-H,O con protones de alta energia (18 MeV) en el ciclotrén 18/9 IBA

perteneciente al Parc de Recerca Biomédica de Barcelona- Hospital del Mar (PRBB). El
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radioisotopo ['°F] fue enviado al modulo automatico donde fue contenido en un cartucho
QMA. EI ['®F] se extrajo desde el reactor haciendo pasar una mezcla de 2mg de K,CO3 y
1,8mg of Kriptofix 222 in 0.8mL de H,O/CH3CN (1:1) a través del cartucho de QMA. El
reactor fue calentado a 100°C, luego se aplicé un flujo de He) y vacio por 5 min para secar
el ['®F]. Para asegurar un secado completo se agregé 1mL de CH3;CN anhidro, y se aplicé 5
min vacio. Al [*®F], se le agregdé 5mg de 4-(tert-butoxicarbonilmetil)- feniltrimetilammonio
trifluorometanosulfonato en 1mL de CH3;CN anhidro, se agit6 10min a 90°C, luego se
agrego HCI 1M. Esta mezcla se calenté a 100 °C por 5 min, se enfri6é hasta los 25 °C, para
luego diluirla con 9mL de agua calidad Milli-Q y se pas6 por un cartucho HELA C18 para
extraccion solida. A los cuales se agreg6é 3mL of CH3CN a través del cartucho, para que la
solucion se enviara a un segundo reactor. El eluato se traté con 20 mL de (CH3)4sNOH 25%
en 500mL of CH3CN. La mezcla de reaccién se secé a 90 °C por paso continuo de un flujo
de He y vacio. Se agregarén 3mL mas de CH3;CN anhidro. Luego se agregé una solucion
de 15mg of N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil) uronio tetrafluoroborato en 500mL de
CH3CN anhidro. Esta nueva mezcla se calentd a 90 °C por 2 min, enfriada luego a 25 °C y
diluida con una solucion de acido acético al 5%. El producto crudo se purificé por HLPC
semi preparativo empleando una columna Teknokroma Mediterranean Sea-18 (25 cm x 1
cm, 5 mm) con una fase mévil compuesta de una proporcion 42,5/57,5 de CH3CN/formiato
de amonio (3.15 g/1 L H20, pH = 5) con un flujo de 5mL/min. La pureza se monitore6 por
un detector isotopico y UV-vis a 254nm. La fraccion deseada se obtuvo entre 9 y 11min y
fue recogida en 20 mL de solucién salina al 0.9%. Esta solucion se pasé por un cartucho
C18, lavado con 20mL de agua, y extraido con 3mL de acetona anhidro. La solucién se
seco con Nyg). La calidad se prob6é por HPLC empleando una columna Teknokroma

Mediterranean Sea-18 (25mm x 0,46cm, 5mm) en modo gradiente con flujo de 2mL/min

empleando como fase movil CH3;CN/formiato de amonio (3,15g/1L H20, pH 5)
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comenzando con una proporcién 10/90 y alcanzando 40/60 en 10min. El eluyente se
detectd empleando un detector isotépico y UV-vis a 254nm. El compuesto [**F]-SFB
deseado, eluyo a los 10,3min. Obteniéndose un 37% de rendimiento de ["®F]-SFB reaccién
y con una pureza de >99% y 110 + 15GBq/umol de actividad especifica.

Para la incubacion de NE-CK/CLPFFD, se centrifugaron en tubos de centrifuga Millipore,
Amicon a 2800RCF por 15 min. El pellet se mezclé con 20uL de DMSO y 80uL de citrato de
sodio 1,2mM (pH = 10). A esta solucidn, se le agregé una cantidad de 4.44 + 1.11GBq de
['®F]-SFB. Esta mezcla fue agitada a 50 °C durante 1h. Posteriormente se agregaron 900uL
de citrato de sodio 1.2mM (pH = 10), esta solucién se centrifugd empleando los tubos
Amicon y el pellet se resuspendido nuevamente en citrato de sodio. Este proceso se repitié 3
veces para conseguir la eliminacion de la radioactividad no reaccionante. Para el paso final,
el pellet se disolvién en 2mL de citrato de sodio 1,2mM (pH = 10) y se le agregd 50uL de
Tween-80. Durante el proceso, se obtuvo un rendimiento final de 0.8+0.3% de marcaje. La
caracterizacion de las NE-CK/CLPFFD*PBU'8Fl se |levo a cabo por medio de las técnicas

descritas en la seccion 2.1.2 de esta capitulo.

5.10.2. Deteccion y estudios de distribucién in vivo de NE.

En este estudio se emplearon ratas de 571+112g (Sprague Dawley, obtenidas de
Charles River, Espafia, n=3), Cada animal fue anestesiado empleando isoflurano
vaporizado en Oyg luego de lo cual, se administr6 por via intravenosa un bolus de
3.1#2.7kBq de CK/CLPFFD*S"BI'8fl (yna cantidad similar en concentracién molar al
experimento realizado ex vivo, seccion 2.5). Rapidamente el animal se dispuso en la unidad
tomografica especifica para el estudio de animales por tomografia de emisién de positrones
(microPET R4; Concorde, Siemens, Knoxville, TN, USA) para asi comenzar con la

adquision dinamica de imagenes de todo el cuerpo del animal. Se obtuvieron imagenes
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durante 120min, tiempo durante el cual el animal se mantuvo anestesiado por una mascara
facial entregando 2.5% de isoflurano vaporizado en Oyg).

Las imagenes fueron reconstruidas con un tamano de matriz de 128x128x63mm y un
tamafio de voxel de 0,85 x 0,85 x 1,21mm 3 con un algoritmo de retroproyeccién filtrada
(FBP). Luego de la reconstruccion, los volumenes de interés (VOI) fueron dibujados de
forma manual en los diferentes 6rganos, para luego calcular las curvas de tiempo-actividad.
La medida representativa de radiactividad en sangre se obtuvo por la disposicion de uno de
los VOI en la regién del corazén. La concentracion de radioactividad obtenida al final de la
adquisicion se emple6 para calcular el porcentaje de la DI por cada gramo de tejido, basado
en la informacion de PET. Los graficos de actividad promedio de los 3 animales se calculo

para cada 6rgano.

5.11. Mejora de la llegada al cerebro de NE empleando THRCLPFFD, Distribucion
de NE-THRCLPFFD ex vivo.

Para llevar a cabo este estudio, se empled una estrategia de estudio muy similar a la
descrita en la seccion 2.5. Se emplearon ratas de caracteristicas similares (Sprague Dawley
de 180-200g, machos, obtenidas desde el centro experimental animal de la Universidad de
Chile), se separaron en grupos de 4 ratas considerando un grupo control (tratas con citrato
de sodio, vehiculo de las NE). Las NE-THRCLPFFD se inyectaron por via intraperitoneal, y
las ratas fueron sacrificadas segun lo descrito en la seccion 2.4, a los tiempos de 0,5, 1, 2, 4
y 24h. Esta vez se administr6 1mL de conjugado por 200g de peso de rata. Luego de
transcurrido los tiempos, se les realizé una perfusion transcardial de forma suave (2mL de
PBS 0,1M a un flujo de 1mL/min) con la intencién de eliminar el exceso de sangre. Se

obtuvieron los 6rganos de interés, que fueron puestos en PBS, luego lavados, congelados
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en Ny, liofilizados, molidos, homogenizados, y llevados a peso constante para asi
determinar los niveles de oro, en cerebro, higado, bazo, por AAN, en la CChEN.

De igual manera como se describe en la seccién 2.4 de este capitulo, se evalud la
fluorescencia en cortes de cerebro de ratas tratadas con NE-THRCLPFFD(cf) (n=3),
siguiendo las mismas consideraciones de tratamiento de animales, y de obtencion de cortes
de tejido de 20um de grosor. Los cortes se realizaron en secuencia, realizando una tincion

con Nissl a cortes para poder determinar las zonas del tejido cerebral.

5.11.1 Deteccion de NE-THCLPFFD en cerebro por TEM.

Esta vez se empledé TEM para confirmar la presencia de NE en el cerebro. Para este fin,
cerebros de ratas tratadas se fijaron en paraformaldehido al 2% con 2,5% de glutaraldehido
en PBS 0,1M, en dichas condiciones se mantuvo por 24h a 4°C. Luego se lavo la muestra
con PBS, se fijaron con 1% de tetroxido de osmio con 0,8% de ferrocianuro de potasio en
PBS a 4°C, Luego la muestra se deshidraté en acetona, para luego infiltrarla con resina de
Epon por 2 dias, embebida en la misma resina, se polimerizé a 60°C por 48h, cortes ultra
delgados se obtuvieron empleando un ultra-micrétomo Leica Ultracut UCT, y luego fueron
montados en rejillas de Cu cubiertas con formvar. Finalmente las muestras fueron tefidas
con acetato de uranilo al 2% en agua y citrato de plomo. Asi las secciones fueron

observadas por TEM para asi obtener micrografias de los cortes.

5.12. Evaluacion de la potencialidad de la incubacion de NE-péptido con ApoE,
posible estrategia para mejorar la llegada al cerebro.

Para llevar a cabo este estudio, se empled una estrategia de estudio muy similar a la
descrita en las secciones 2.5 y 2.7 de este capitulo. Se emplearon ratas (Sprague Dawley

de 250-300g, machos, obtenidas desde el centro experimental animal de la Universidad de
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Chile), se separaron en grupos de 3 ratas considerando un grupo control (tratas con citrato
de sodio, vehiculo de las NE-peptido). Para este ensayo, las NE-CLPFFD y NE-
THRCLPFFD fueron determinadas en el organismo por AAN en la CChEN y por
fluorescencia.

Para realizar los estudios de fluorescencia, las NE-CLPFFD y NE-THRCLPFFD se
concentraron las NE empleando centrifugacién llevandose a 40nM. Se tomaron 24mL de
conjugados a 8nM que se centrifugaron a 16100RCF por 15min. El sobrenadante se
descarté y el pellet (1mL) se incubd junto al fluoréforo AlexaFluor-750 (NHS-Esther,
Invitrogen). Para lo cual se tom6 una alicuota de fluoréforo de 100ug y se diluyé en 200uL
DMF, la cual rapidamente se agregé sobre el pellet de NpO. Se incubd durante 2 horas bajo
agitacion constante y luego se llevdé a un volumen de 6mL con citrato de sodio 1,2mM.
Posteriormente se centrifugé a 16100RCF por 15 minutos y se llevé nuevamente a 6mL con
citrato de sodio 1,2mM, este proceso se repitié 2 veces para eliminar el fluoréforo no unido.
(Se espera que la unién del fluoroforo sea por los grupos aminos libres de los péptidos
unidos a las NE, puesto que el fluoréforo tiene un grupo carboxilo unido a un grupo
succinimidil, formando un succinimidil ester, un grupo altamente reactivo, y el grupo saliente
en presencia de grupos aminos libre, por lo cual se espera la formacion de un enlace amida
por sustitucién nucleofilica). Obtenidos los 6mL de conjugados marcados (NE-péptido-
Alexa750), se dividi6 en 2 fracciones de 3mL, una de ellas fue incubada con 50ug
Apolipoproteina E (ApoE3-human, expressed in E. coli, SIGMA) por 1mL de conjugado por
24 horas, para luego ser inyectada a cada animal como 1mL de (NE-péptido-Alexa750) o
1mL (NE-péptido-Alexa750@ApoE) para asi poder realizar comparaciones respectivas. Una
vez inyectadas en cada animal, estos fueron monitoreados por medio del equipo In vivo FX
pro (Carestream/Bruker). Dada la baja fluorescencia, se procedié a la extraccién de los

6rganos a los tiempos 2 y 24 horas (tiempos definidos por estudios anteriores) y se
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determiné la sefial de fluorescencia por medio del equipo In vivo FX pro
(Carestream/Bruker) de cada 6rgano completo. Se determind una region de interés (ROI) a
la cual se midi6é la fluorescencia, obteniéndose la intensidad de fluorescencia. Los datos
analizados corresponden a la intensidad promedio de las 3 ratas por ensayo, valor que es
entregado como la intensidad promedio de la regiéon de interés en comparacion con la
fluorescencia del control. Los datos son graficados como promedio de cada punto, con
desviacion estandar muestra, comparados segun un analisis estadistico de varianza en una
via ANOVA, con una correcciéon de Tukey-Kramer y un nivel de significancia, a=0.05 (95%
intervalo de confianza). (p>0,05 es ns; p<0,05 *; P<0,01 ** y p<0,001 ***)

Para confirmar los valores de fluorescencia, estos cerebros obtenidos, fueron tratados
segun se describe en la seccién 2.5 y 2.7 para poder ser evaluados por AAN, en la CChEN
y asi obtener los niveles de oro en cada cerebro. Los datos de oro obtenidos, se muestran
en un grafico como promedio de cantidad de oro en cada tratamiento, mostrando la
desviacion estandar de la muestra (n=3), y se realiza una comparacién segun un analisis
estadistico de varianza en una via ANOVA, con una correccion de Tukey-Kramer y un nivel
de significancia, a=0.05 (95% intervalo de confianza) (p>0,05 es ns; p<0,05 *; P<0,01 ** y

p<0,001 ***).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Objetivo especifico 1.
Sintetizar y caracterizar Nanoesferas de oro (NE) de aproximadamente 12nm vy

Nanovarillas de oro (NV) con relacion de aspecto 4/1.

6.1.1 Caracterizacion de NE y NV por espectrofotometria de absorcién molecular.
Las NE obtenidas presentaron un maximo de absorcion cercano a los 520nm
correspondiente a la banda del plasmén de resonancia caracteristico para NE de tamafios

de entre 10 y 20nm (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de absorcidon UV-Vis de NE. Se aprecia la absorbancia caracteristica de las NE de

un tamafo cercano a 12nm (concentracidon 4nM) debido al fenédmeno RPS.

Para el caso de las NV, el espectro posee dos bandas dadas por los plasmones
transversal y longitudinal, respectivamente. La banda correspondiente al plasmon
longitudinal se encuentra en el infrarrojo cercano observandose un maximo a 800nm lo que
se condice con una relacion de aspecto largo/ancho de alrededor de 4, mientras que la

banda correspondiente al plasmon transversal se centra en los 520nm (Figura 21 ).
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Figura 19: Espectro de absorcion Vis-NIR de NV-CTAB. (A) Espectro obtenido de las Semillas previo

crecimiento de NV. (B) Espectro de NV-CTAB luego del crecimiento cristalino

6.1.2. Caracterizacion de NE y NV por microscopia electrénica de trasmision.

Para determinar el tamafio de las NP, se realizaron observaciones por TEM. Como se
aprecia en la Figura 22.A, se pueden distinguir NE, y a partir de un estudio poblacional de
300 particulas, se determin6 que las mismas poseen un tamafio promedio de 12+1nm (ver
la distribucion de tamarios en el inserto de la imagen). Como se observa en la Figura 22.A

las NE obtenidas por este método son homogéneas en tamario y forma.
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Figura 20 (A) Microfotografia de TEM de NE. En el inserto se muestra la distribucién de tamafios de
una poblacion de 300 particulas obteniéndose un tamafio proximo a 12nm. (B) Microfotografia de TEM
de NV-CTAB. El inserto muestra la relacion de aspecto obtenida luego de analizar la morfologia de un

N° de 200 NV, obteniéndose una relacion de 3,9+0,2.
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Al igual que las NE, las NV fueron observadas por TEM (Figura 22.B) con el fin de
obtener informacién acerca de la morfologia de las especies. Las particulas obtenidas
presentaron forma de Nanovarillas con longitudes promedio de 45,8nm y anchos promedio
de 11,8nm, dando asi una relacién de aspecto promedio de 3,9, valores obtenidos luego de

analizar la morfologia de 200 NV.

6.1.3 Caracterizacion de NE y NV por dispersion dinamica de la luz y potencial zeta.
Para evaluar caracteristicas de las NP en solucién, se empled la técnica de DLS,
determinandose el diametro hidrodinamico de las particulas en suspension, mediante la
cual se espera un resultado coherente en relacion a los tamafios obtenidos por TEM. En la

Figura 23 se aprecian los resultados entregados por DLS de intensidad para diferentes

muestras obtenidas de NE y NV.
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Figura 21. Distribucion de tamafios en didmetro segun % de intensidad determinado mediante DLS para

NE (azul) y NV (verde). En cada maximo se indica el valores correspondiente de tamafrio.

En la Figura 23 se aprecia mas de una sefial sobre el resultado entregado de DLS para
NV en solucion, posiblemente debido a la presencia de CTAB,”® que forma pequefas

micelas que interfieren en los datos por DLS,? y segln lo descrito en el capitulo 1 al
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analizar el valor de % de intensidad los resultados obtenidos son consecuentes con la
longitud de las NV. Este diametro hidrodinamico es mayor que el obtenido por TEM debido
a que las NV en solucion se mantienen rotando y el equipo de DLS ajusta los valores de
diametro a los de esferas equivalentes aunque la forma de la particula sea la de una barra.
A este andlisis se debe agregar la propuesta de Liu y cols.,"* quienes en su trabajo
indican que esa sefal observada entre 1 y 10nm no es solo dada por el CTAB, si no que
también puede atribuirse a la difusion rotacional de las NV en lugar de una dimension real
de las mismas, indicando que dicho valor puede ir desde 3-7nm par NV de relacién de
aspecto que van desde 2,5 a 4.

El pot-Z es un dato que puede ser obtenido en el mismo equipo DLS y esta muy
relacionado a las propiedades en solucion de las NP. El valor de pot-Z obtenido para las NE
es de -46mV, un valor negativo debido posiblemente a que la particula se encuentra
recubierta por citrato adsorbido sobre la superficie de oro y que proveniente de la sintesis.
La estabilidad del coloide esta dada por repulsion electrostatica. Contrariamente las NV
poseen un pot-Z positivo de +52mV ya que se encuentran recubiertas con moléculas del

surfactante cationico CTAB.

6.1.4. Determinacion de la concentracion de NpO.

Para determinar la concentracién de nanoparticulas se realizé una cuantificacion de oro
en las muestras por AAN. Considerando la concentracion de oro en conjunto con los
tamafios obtenidos por TEM y aplicando las ecuaciones descritas en el capitulo 2
(ecuaciones 2.1 y 2.2), se determinaron las concentraciones de NE y NV, datos entregados

en la Tabla 1
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Tabla 1 Cuantificacién de oro en NE y NV.

Oro NP
(ng/g) £SD umol £SD nmol £SD nM +SD
NE 117,8 (£15,4) 0,6 (+0,08) 1,1%107% (£1,5x1073) 11,4 (1,5)
NV-CTAB 38,9 (+2,6) 0,2 (+0,01) 4%x107* (£2x1075) 0,4 (+0,02)

9. En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes.

6.2 Objetivo especifico 2.

Sintetizar y caracterizar CLPFFD, CALNN, CALNNLPFFD, C-PEG-LPFFD.

6.2.1. Caracterizaci86n de los péptidos CLPFFD, CALNNLPFFD, CALNN,
CpegLPFFD, Cpeg, THRPPMWSPCLPFFD.

Una vez obtenidos los péptidos segun el protocolo experimental estos fueron analizados
mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) para determinar el grado de
pureza de los mismos. En los cromatogramas HPLC de los tres péptidos purificados, en los
cuales se observa el tiempo de retencién en la columna cromatogréfica de todos los
componentes de la muestra, en donde para todos los casos la pureza fue superior al 90%.
(Anexo Figura A1).

Asimismo, los péptidos obtenidos se caracterizaron por espectrometria de masa MALDI-
TOF corroborandose la presencia de los correspondientes iones cuasi moleculares [M+H']";
[M+Na']" y [M+K']" y por ES-MS HPLC, las correspondientes masas segun la carga M+1/Z;
M+2/2Z; M+3/3Z. La Tabla2 resume las sefales correspondientes a las masas obtenidas
desde los corresponde espectros de masa de CLPFFD (Figura Anexo 2), de
CALNNLPFFD(Anexo Figura A3), de CpegLPFFD (Anexo Figura A4), de CALNN (Anexo
Figura A5), de Cpeg (Anexo Figura A6) y de THRPPMWSPVWPCLPFFD (Anexo Figura

A7).
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Tabla 2: Caracterizacion de péptidos por Espectrometria de masa, HPLC-MS y MALDI-TOF/MS

Masa tesrica MALDI-TOF/MS HPLC-MS
lon cuasi
mol
(g/mol) molecular (g/mol) Masa/Carga (g/mol)
[M+Na‘l" 762,248 M+1/Z 740,4
CLPFFD 7399 [M+K'T* 778,2223 M+2/22 371,2
[M+Na‘l" 1174,497 M+1/Z 1152,5
CALNNLPFFD 1152,34 [M+K'T* 1190,4796 M+2/22 576,8
[M+H'T 1042,5735
M+1/Z 1042,5
CpegLPFFD 1041,8 [M+K'T* 1080,5157 M+2§22 . ’
[M+Na‘l" 1064,5360
M+H'T" 533,2823
CALNN 532,62 [M+K'T" 571,2569 M+1/Z 533,2
[M+Na‘" 555,2576
M+1/Z 423,2
[M+H'T 423,249 M+2§22 212'2
Cpeg 422,1 [M+K'T* 463,241 ’
[M+Na'" 445 2362 M+3/3Z 142,1
’ 2M+1/Z 845,4
[M+H'T 2212,264 M+1/Z 2213,5
THRPPMWSPVWPCLPFFD 2212,63 [M+K'T" 2250,2456 M+2/27 1107,3
[M+Na‘l’ 2235,2764 M+3/3Z 738,7

6.3 Objetivo especifico 3.
Conjugar NE con CLPFFD, CALNN, CALNNLPFFD, C-PEG-LPFFD vy

THRPPMWSPVWPCLPFFD, y NV con CLPFFD.

6.3.1 Caracterizacion de los conjugados NpO-Péptidos por Espectrofotometria UV-
Vis-NIR.

En la Figura 24.A. se muestran los espectros de absorcién de los conjugados
observandose las bandas correspondientes al plasmén de resonancia de NE en
comparacion con NE-CLPFFD, NE-CALNNLPFFD,NE-CpegLPFFD, NE-CALNN, NE-Cpeg

y NE-THRPPMWSPVWPCLPFFD, todas centradas en alrededor de los 520nm.
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Figura 24. A) Espectro de absorcion de conjugados a NE B) espectro de absorcion de NV.

Luego de la conjugacion con los péptidos se produce un desplazamiento batocromico de
la banda de la RPS debido a una modificacion de la superficie metalica en la que se
reemplazan las moléculas de citrato (estabilizante) por moléculas de péptido (Figura 24).
Dicho desplazamiento se relaciona con un cambio en el indice de refraccion en la
nanoparticula.'* Para el caso de las NV también se produce un desplazamiento
batocromico debido a la quemisorcion de las moléculas de péptido que desplazan a las
moléculas de CTAB (Figura 24.B). La banda correspondiente al plasmon longitudinal de las

NV-CTAB se encuentra entre los 750 y 790nm y al ser funcionalizadas se desplaza hacia

el infrarrojo cercano, entre 800-815nm.

6.3.2. Caracterizacion de los conjugados NpO-Péptidos por TEM.

Al igual que para las NP sin funcionalizar, una vez obtenidos los espectros de absorcion
y corroborada la conjugacion se realizaron micrografias TEM con el fin de evaluar que el
corrimiento de la banda plasmédnica no se relaciona con un crecimiento de las NP debido a
posibles fenédmenos de agregacién. En las Figuras 25 se observa que las NP y NV se

mantienen con un bajo grado de agregacién. Asimismo, se puede observar que las NE
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conjugadas a los péptidos mantienen su forma, tamafio y dispersién de tamano respecto de

las NE sin conjugar, al igual que lo que sucede con las NV que mantienen su relacion de

aspecto.
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Figura 25. Imagenes obtenidas por TEM de conjugados: A) NE; B) NE-CLPFFD; C) NE-CALNNLPFFD;
D) NE-CpegLPFFD; E) NE-CALNN; F) NE-Cpeg; G) NE-THRCLPFFD; H) NV-CTAB; I) NV-CLPFFD.

6.3.3 Caracterizacion de los conjugados NpO-Péptidos por DLS y pot-Z.

En la Tabla 3 se resumen los valores obtenidos observados en los espectros de DLS y
asi como también los valores de pot-z.

Los diametros hidrodinamicos de las NE conjugadas aumentan respecto al de las NE
recubiertas con citrato. Esto se correlaciona con que en todos los casos las moléculas de
péptido se encuentran recubriendo la particula incrementando asi el tamafio de las
mismas." %! Asi mismo se observa un cambio en las NV-CLPFFD, esta vez el valor de
DLS fue menor que para NV-CTAB, posiblemente esto se deba al desplazamiento del
CTAB que se podria encontrar formando multicapas por el péptido quemisorbido formando
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una monocapa. Es necesario considerar que el CTAB funciona como un agente caotrépico
y posiblemente en la superficie de las NV se deposite en mas de una capa como da cuenta
Nikoobaskht y EI-Sayed.[*®! Al estar presente el péptido tiolado luego de la quemisorcion se
desplaza el CTAB desde la superficie de las NV, asi como se describe el desplazamiento
de citrato desde la superficie de las NE,© 223381 qada la unién muy favorable oro-tiol.""!
En el caso del Pot-Z se aprecia un cambio en la carga dado por el desplazamiento de
citrato en el caso de las NE por moléculas de péptido ya que al reemplazar una molécula de
citrato que posee tres cargas negativas por una molécula de péptidos (posee una carga
negativa neta a pH=7,4) se produce una reduccién del valor absoluto de pot-Z (desde
aprox. -46mV a aprox. -36mV), dicho efecto puede tener repercusion sobre las
interacciones con los sistemas biologicos, pues es sabido que a mayor carga negativa, es

mayor el reconocimiento por el SFM.[108: 109, 114]

Tabla 3: Datos obtenidos de DLS y pot-Z para las NE y NV y sus conjugados.

DLS (nm (PDI)) Pot-Z (mV ( SD))
NE 18,8 (0,2) -46,5 (£1,3)
NE-CLPFFD 21,8(0,3) -36,5 (£1,6)
NE-CALNNLPFFD 21,5 (0,3) -35,4 (£2,3)
NE-CpegLPFFD 20,2 (0,3) -36,8 (£1,9)
NE-CALNN 22,1(0,3) -32,5 (£2,1)
NE-Cpeg 21,1(0,3) -35,4 (£2,8)
NE-THRCLPFFD 44,6 (0,3) -42,2 (£1,4)
NV-CTAB 56,6 (0,3) +52,9 (45,6)
NV-CLPFFD 45,6 (0,4) +55,5 (+2,7)

* En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes; el Pot-Z se entrega
como promedio de 15 medidas para cada lote, con su correspondiente SD; en el caso del DLS, se
entrega el valor dado por triplicado para cada lote, con un ajuste matematico entre los lotes para luego

obtener el valor de la tabla junto al indice de Polidispersidad (PDI) dado para el total de las muestras.
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6.3.4 Determinacion de la relacion de moléculas de péptido/nanoparticula.

El conocer el numero de moléculas que se disponen sobre la superficie de una
nanoparticula es crucial ya que este numero se relaciona con la disposicion de las
moléculas sobre la superficie de la nanoparticula. ®" "8 Para determinar la relacion
moléculas de péptido por nanoparticula se realizaron dos analisis por separado y en
paralelo. En primer lugar se sintetiz6 una cantidad de NP-péptido y sobre una alicuota
(centrifugada) se realizé un AAA al pellet de las mismas y por otra parte, a otra alicuota de
la misma preparacion de conjugado se le realizé un analisis de oro, por ICP-MS o AAN. Con
esto se obtuvo la concentracion molar de péptido y de la NpO, respectivamente.
Finalmente, la razén entre ambas indica el numero de moléculas de péptido/NpO. Las
concentraciones de NpO, péptido y el nimero de moléculas de péptido se muestran en la
Tabla 4.

En base a todos los andlisis realizados se puede concluir que en presencia de los
diferentes péptidos, es posible detectar una gran cantidad de estos recubriendo a las NpO.
En el caso de las NE-péptido el grado de funcionalizaciéon en presencia del espaciador
Cpeg en la secuencia CpegLPFFD es el mayor respecto de los otros péptidos, lo cual
podria relacionarse con que la presencia de Cpeg permite un mayor empaquetamiento
hidrofébico sobre la superficie metalica lo cual haria suponer que la disposicion de
moléculas de péptido es ortogonal respecto de la superficie. Por otra parte en presencia del
espaciador CALNN se disminuye el grado de funcionalizacién disponiéndose posiblemente
de un modo en que las moléculas se encuentran de forma horizontal sobre la superficie, lo
cual posiblemente también se relacione con el grado determinado en aquellas NE-CALNN

Figura 26.
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Tabla 4: Determinacion del N° de moléculas de péptido unidas a cada NE determinado a partir de

Andlisis de Aminoacidos y concentracion de NE y NV (ND es no determinado)

Moléculas péptido x
NP (+SD)

NE ND

NE-CLPFFD 927 (+197)
NE-CALNNLPFFD 633 (+156)
NE-CpegLPFFD 1158 (+235)
NE-CALNN 512 (£119)
NE-Cpeg ND

NE-THRCLPFFD 337 (x178)
NV-CTAB ND

NV-CLPFFD 3025 (£359)

* En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes, entregandose el

valor promedio en cada caso y su correspondiente desviacidn estandar (+SD).

En el caso de THRCLPFFD el grado de funcionalizacion es mas bajo respecto a lo que
sucede con CLPFFD lo cual puede atribuirse a que el péptido se quemisorbe disponiéndose
sobre la superficie con un forma posiblemente de “Y”. (Figura 26)

Para el caso de las NV-CLPFFD, el grado de funcionalizacién es mayor, lo cual se debe
a la mayor area que estas presentan.

Desde el punto de la posible aplicaciéon de los conjugados, es interesante destacar que
un mayor grado de funcionalizacion podria permitir una mayor interacciéon con los

agregados de B-amiloide debido a la presencia de una mayor zona para el posible contacto.

83



N\

N
o
L/ x&& o
- S
7/( }“ 4 THRCLeFo

Figura 26. Esquema de funcionalizacion de NE con los péptidos CLPFFD, CpegLPFFD, CALNNLPFFD,
CALNN y THRCLPFFD.
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6.3.5. Evaluacion superficial de las NpO por XPS.

En este trabajo de tesis se realizaron espectros XPS de las diversas NpO. Por medio de
la técnica de XPS, se puede obtener informacion de los atomos presentes en la superficie
de las NpO, pudiendo evaluarse cambios luego de la funcionalizacion.

Modificaciones en las sefales entregadas por los electrones Au4f del Au y los electrones
S2p del S, podrian indicar la existencia del enlace Au’-S correspondiente a la posterior
uniodn del péptido a la superficie de oro. En una primera etapa se realizaron los espectros
generales para detectar los atomos presentes en la superficie de las NE y las NV (Figura
27).

En los espectros presentados en la Figura 27 se observa un grupo de sefales
caracteristico de las NE y que se diferencia de las NV en que esta ultima muestra, posee
sefiales que corresponden a Ag y Br. Luego de realizar el barrido general que va desde 0 a
550eV, se realizaron espectros a mayor resolucioén en las zonas de interés donde es posible
analizar en detalle cada sefal. De esta manera es posible asociarlas a tipos de electrones

especificos y ademas atribuirlas a determinados grupos funcionales.
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Figura 27. Espectro generales de XPS para NE (A) y NV (B)

El primer elemento analizado es el oro. En la Figura 28 se observa el espectro de alta
resolucion para este elemento en NE-Citrato y NV-CTAB, respectivamente observandose
que la senal de oro en ambas NpO poseen dos picos, en el caso de NE uno a 83,8eV y otro
a 87,5eV y para el caso de NV-CTAB uno a 83,3eV y otro a 87,1eV. En ambos casos estos
estan asociados a los electrones del oro Au4f;, y Audfs,, respectivamente.'® 0 A
funcionalizar, se espera que estas sefiales tengan pequefias variaciones, correspondientes
a la formacion de enlaces entre el oro y las moléculas que se emplearan para la
funcionalizacion.

El siguiente elemento analizado fue el Azufre y al no estar funcionalizadas las NpO se
esperaria no estuviese presente. En la Figura 29 se observa la zona del azufre en NE y NV-
CTAB, las cuales se utilizaron como un control para descartar la presencia de tioles u otras
especies azufradas provenientes de otra fuente que no fueran los péptidos. En ambos

espectros no se observa ninguna sefal dada por el S, con lo cual se puede concluir que la

aparicién de sefal en esta zona, se puede relacionar con una posible conjugacion.
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Figura 28. Espectros XPS de alta resolucion para energias de union de los electrones 4f del oro en

(A)NE y (B)NV-CTAB. En rojo se muestra el espectro original, en azul el ajuste del mismo.
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Figura 29. Espectros XPS de alta resolucion para energias de unién de los electrones 2p del azufre en
(A) NE y (B) NV-CTAB.

La aparicion de energia correspondientes al S proviene del residuo de Cys quemisorbida
sobre la superficie de oro y se puede tener informacion acerca de la interaccion del péptido
con la superficie de oro. Asi, para confirmar la presencia de S, se debe evaluar la energia
asociada a los electrones S2p.['*"%%

En si la interaccién oro-tiol presente en las NpO, ha sido de gran interés en los ultimos
tiempos y aun no existe certeza de la reaccion que ocurre cuando un atomo de S se enlaza

a una superficie de Au’. Se estima que la reaccién que toma lugar es la siguiente:['*% ">

RSH + Au’= RS-Au’ + 2 H,
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Como se ha descrito en calculos teéricos de teoria funcional de la densidad DFT
(Density functional theory) la energia de este enlace estaria alrededor de las 50kcal/mol,
estudios experimentales han demostrado que la energia es cercana a -25kcal/mol,*" '** |o
cual hace considerar este enlace casi como del tipo covalente.!"*®!

Asi, para el andlisis de esta posible interaccion, los espectros de XPS pueden resultar
determinantes, asi los valores analizados son los entregados por cambios en los electrones
Au4f y los electrones S2p, esperandose sefales doblete en el caso de Au4f, como se
muestra en la Tabla 5. Eventualmente estos valores permiten un analisis mas profundo de
como estos elementos se pueden encontrar. Analisis mas exhaustivos pueden indicar la
presencia de tioles no unidos a la superficie de oro lo cual podria deberse a que puede
existir una interaccién de los aminos libres de los péptidos.!*”! Sin embargo, aun cuando las
energias indican una interaccion de caracter covalente, no se debe descartar la posibilidad
de fendmenos dinamicos que puedan en cierto momento exponer los tioles con lo cual se
pueda generar una posible oxidacion. A partir de los resultados de XPS, se observan picos
cercanos a 162,7eV, que pueden relacionarse con la interaccion Au-S.

Como parte de la caracterizacion de las NV-CTAB por XPS es necesario detectar la
presencia de Ag, Br que se encuentran presentes en las muestras. Asimismo, es importante
evaluar la presencia de CTAB que es una de las impurezas presentes provenientes de la
sintesis. Asi, en las Figuras 37.A se observa el espectro de alta resolucién para Ag
presente en las NV-CTAB, apreciandose dos picos de energia a 373,3eV y 367,3eV
concordantes con los electrones Ag3ds, y Ag3ds;, respectivamente. Estos electrones no
juegan un papel en la conjugacién posterior, como lo demuestra C. Adura en su tesis de
doctorado, en donde los mismos electrones se observan para NV-péptidos, entre los que
se encuentra las NV-CLPFFD de nuestro interés, con energias de 376,6eV y 367,4eV,

respectivamente asociados a Ag”, por lo cual en un analisis para evaluar la funcionalizacion
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estos electrones no permiten distinguir diferencias. Otra zona ampliada es la
correspondiente al Bromo. En la sintesis de NV el surfactante cationico CTAB es utilizado
como templado para inducir la forma de varilla en el nanomaterial. Este surfactante esta
compuesto por una cadena de 16 carbonos, con una cabeza hidrofilica de un amonio
cuaternario y como contra i6n posee un Br.? Es entonces, por este motivo que es
esperable encontrar trazas de bromo en las muestras de NV-CTAB y también un cierto
efecto en aquellas NV conjugadas. En la Figura 30.B se observan los espectros XPS de alta
resolucion en la zona del Br. Segun lo descrito por C. Adura, la energia cercana a 67eV se
relaciona a la sefal de Br- libre, mientras que una energia cercana a 68eV se espera para
Br- unido a las NV.P¥ Al Analizar el espectro de NV-CTAB en la Figura 30.B se encontré la
sefal correspondiente a Br unido a la superficie de Au de 67,8 eV. Asi se concluye que para

el caso de NV-CTAB se encuentra el Br' unido a la superficie del Au.

Tabla 5: Datos obtenidos por XPS para la energia de los electrones Au4f7, Audfsp, esperandose la
aparicion de doblete en estas regiones de energia y también se espera la aparicion de la sefal

correspondiente a los electrones de azufre, S2p

Au4f7/2 (eV) Au4f5/2 (eV) S2p (eV)

NE 83,46 87,17 ND

NE-CLPFFD 82,49-83,68 85,51-86,89 163,3
NE-CALNNLPFFD 82,9-84,04 85,28-86,83 162,11
NE-CpegLPFFD 82,78-83,46 86,48-87,53 162,58
NE-CALNN 82,96-83,1 86,54-87,01 162,97
NE-Cpeg 83,11-83,96 86,26-87,51 161,83
NE-THRCLPFFD 82,87-83,11 86,6-88,18 163,11
NV-CTAB 83,3-83,59 86,33-87,3 ND

NV-CLPFFD 83,42 87,23 161,75
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Figura 30. Espectros XPS de alta resolucion de NV-CTAB. A) espectro para energias de unién de los
electrones 3d de Ag en NV-CTAB. En rojo se muestra el espectro original, en azul el ajuste del mismo. B)
espectro para energias de union de los electrones 3d del Br en NV-CTAB. En rojo se muestra el espectro

original, en azul el ajuste del mismo.

6.3.6. Obtencion, caracterizacion de CK y funcionalizaciéon de NE.

Con el fin de poder marcar radioactivamente las NE, para emplear estas en el
seguimiento in vivo, se disefié un dipéptido, que pueda ser unido a las NE y luego facilite la
uniéon de un marcador. El dipéptido empleado, fue CK, de manera de obtener NE
multifuncionalizadas con este péptido y CLPFFD. De esta manera se aumentaran los
grupos amino disponibles para una posterior interaccion con el marcador. En el Anexo
Figura A8 se muestra el cromatograma de HPLC obtenido para CK.

El dipéptido CK fue caracterizado por medio de MALDI-TOF (Anexo Figura A9),
observandose el ion cuasi molecular esperado de [M+H] 249,143g/mol, equivalente a la
masa tedrica para dicha secuencia de 248,331g/mol.. Obtenido y caracterizado, CK se
empledé en conjunto a CLPFFD para funcionalizar NE obteniéndose la forma NE-
CK/CLPFFD. En la Figura 31 se muestran los espectros UV-Vis de NE-CK/CLPFFD
empleando para la conjugacion diferentes proporciones de los péptidos CK y CLPFFD. La
imagen TEM, corresponde a la proporcion finalmente empleada, que equivale a 4mM de CK

y 1mM de CLPFFD incubados con las NE. Dicha proporcion por AAA dio cuenta de una
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cantidad real cercana 1,6 moléculas de CK por 1 de CLPFFD en la superficie de las NE.
(aproximadamente 624 moléculas de CK por 416 de CLPFFD). Estas NE-CK/CLPFFD (4:1)
presentan un diametro hidrodinamico de 21,3nm con un indice de poli-dispersion de 0,295,
y un pot-Z de -40,3mV, lo cual da cuenta de que son adecuadas para los estudios de

biodistribucion, y estan bajo parametros similares a las NE y NE-CLPFFD.

t
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Figura 31. A) Espectro de absorcion de conjugados de NE-CK/CLPFFD en diferentes proporciones B)

micrografia TEM de NE-CK/CLPFFD (proporcion 4:1)

Una vez obtenida la forma NE-CK/CLPFFD, y gracias a los grupos amino aportados por
K, es posible la formacion de un enlace amida empleando para estos ésteres de
succinimidas, permitiendo el anclaje de una serie de marcadores, algunos de tipo
fluorescentes, actualmente en el mercado, otros como succinimil-4-fluorobenzoato (SFB), el
cual puede marcarse con un isétopo radioactivo del Fltor, '°F. Siendo posible asi el marcaje
radioactivo, obteniéndose NE- CK/CLPFFD*SFB1'87],

En la Figura 32 se muestra un espectro realizado con la molécula apreciandose una
banda plasmoénica desplazada de 524 a 525nm dando cuenta de la unién de SFB. Al
evaluar estos ultimos por DLS se observé un diametro hidrodinamico de 33,7nm con un

indice de poli-dispersion de 0,398, dando cuenta de un cambio respecto de la NE inicial.
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Asi es posible por medio de la misma forma obtener las NE marcadas radioactivamente,
dando cuenta de una sefal equivalente a una marca por NE cercana a un 0,8 + 0,3% de las
posibles interacciones tedricas, lo que corresponde a un valor de 27 atomos de "°F por NpO
marcados. El rendimiento del radiomarcaje fue corregido y calculado durante todo el

proceso desde el contenido del ["®F]-SFB puro que se agrego a la reaccion.

18
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Figura 32. A) Espectro de absorcion de conjugados de NE-CK/CLPFFD (proporcion 4:1) antes y después

de la unién a N-succinimidil-4-fluorobenzoato (SFB).

A partir de la informacion obtenida por medio de las diferentes técnicas empleadas en este
capitulo es posible dar cuenta que las NpO obtenidas, en presencia de péptidos tiolados,
interactian funcionalizandose debido la unién muy favorable oro-tiol, descrita hoy en dia
como una clasica via de funcionalizacion de NpO.""! Asi estas NpO probablemente

funcionalizadas, pueden ser empleadas en los experimentos siguientes.? 34 %0 1581
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6.4. Objetivo especifico 4.

Evaluar la estabilidad de NP funcionalizadas en presencia de plasma.

6.4.1 Estudio de estabilidad de NpO.

Se evalué la estabilidad de diferentes NpO obtenidas en tampén PBS 10mM y en medio
de cultivo celular DMEM suplementado con suero fetal bovino (Figura 33). Para evaluar la
estabilidad se midié la absorbancia de la banda plasmoénica de las muestras incubadas por
diferentes tiempos observandose que no hay variaciones que puedan correlacionarse con
perdida de la estabilidad dando origen dando origen a agregados que produzcan efectos

sobre la intensidad de la banda plasménica.

Estabilidad de NpO en PBS 10mM Estabilidad de NpO en DMEM+10%SFB
——NE

——NE . o . s —®—NE-CLPFFD
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Figura 33. Estabilidad de NpO en PBS y medio de cultivo celular DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), seguimiento por espectrofotometria UV-Vis. Se grafica la absorbancia a la

longitud de onda en nm de la banda plasmaénica en funcion del tiempo de incubacion.

En la Figura 34.A se aprecian los resultados obtenidos para la estabilidad de las
nanoparticulas en plasma humano evaluado por espectrofotometria UV-vis. En los
espectros presentados en la Figura 34.B se aprecia un perfil de absorbancia caracteristico

de cada NpO, pero sin embargo, al comparar estos espectros con los de la misma muestra,
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Mnm)

sin incubarse en plasma, se aprecia que hay un leve corrimiento de la banda RPS (Figura
34.B), corrimiento que se aprecia desde que se comienza el estudio y se mantiene
constante. Estos desplazamientos batocrémicos podrian atribuirse al recubrimiento de las

particulas por proteinas del plasma.[®"
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Figura 34. Estabilidad de NpO en plasma humano, seguimiento por espectrofotometria Uv-Vis. A)
Maximo de absorbancia vs tiempo para cada NpO evaluada; B) perfil de absorbancia de las NpO en
presencia de plasma humano, comparacién de los maximos de absorbancia de cada muestra incubada
con y sin plasma humano. Se aprecia un cambio en el maximo de absorbancia en cada muestra
estudiada. En negro NpO sin incubar en plasma, en azul incubado a tiempo 0 y en rojo incubado a 24

horas.

Con el fin de determinar si el corrimiento del plasmén superficial podria atribuirse a un
crecimiento de la particulas por la formacion de la CP se evalu6 el efecto por DLS (Tabla 6).
A partir de estos datos se aprecia un crecimiento del diametro hidrodinamico considerable
en todas las NpO. Este cambio podria ser causado por un efecto de agregacién de
nanoparticulas, o por alteracion de la superficie producida por ejemplo par la formacion de

la CP.I'?% 159160 para determinar si se trata de agregacion de nanoparticulas o de la
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formacion de la CP. Se estudié la morfologia de las nanoparticulas por TEM realizandose
una tincion negativa lo que permite visualizar la presencia de la CP (Figura 35). Las
particulas aparentemente mantienen su morfologia y al ser observadas empleando tincién
negativa con acetato de uranilo se detecta la presencia de un halo que podria ser atribuible

a la presencia de la CP sobre las NpO.!"®”!

Tabla 6: Evaluacion de la formacién de la CP por cambios en los valores de del diametro hidrodinamico
de las NpO.

DLS DLS Incubado en plasma

(nm (Pdi)) 24h (nm (Pdi))
NE 18,8 (0,151) 41,25 (0,466)
NE-CLPFFD 21,75 (0,341) 57,57 (0,523)
NE-CALNNLPFFD 21,52 (0,271) 58,72 (0,475)
NE-CpegLPFFD 20,24 (0,259) 59,51 (0,487)
NE-CALNN 22,09 (0,282) 53,91 (0,614)
NE-Cpeg 21,09 (0,264) 51,05 (0,489)
NE-THRCLPFFD 44,62 (0,293 110,26 (0,559)
NV-CTAB 56,59 (0,330) 108,9 (0,823)
NV-CLPFFD 45,56 (0,359) 80,63 (0,981)

* En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes. Se entrega el valor
dado por triplicado para cada lote, con un ajuste matematico entre los lotes para luego obtener el valor de

la tabla junto al indice de Polidispersidad (PDI) dado para el total de las muestras.

6.4.2 Formacion de la CP.

Para corroborar que la naturaleza del recubrimiento de las nanoparticulas incubadas con
plasma es proteica, se realizdé un tratamiento desnaturalizante al pellet resultante luego de
realizada la incubacion y el posterior lavado con PBS para separar las proteinas que se

encontraban formando la denominada CP.
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Figura 35. Imagenes obtenidas por TEM luego de la incubacion de las NpO-péptido con plasma. Luego

de una incubacion por 24h a 37°C, la escala equivale a 200nm en NE y 500nm en NV.

Al realizar la posterior cuantificacion de proteinas se aprecié una cantidad muy similar de
proteinas adheridas para todas las nanoparticulas (Tabla 7). No obstante es interesante
destacar que el conjugado NE-THRCLPFFD asi como NV-CLPFFD y NV-CTAB
interacciona con una mayor cantidad de proteinas, posiblemente debido a la naturaleza del
péptido en el caso de THRCLPFFD que tiene una forma de “Y” con lo cual tendria una
mayor interaccién y al mayor tamafno en el caso de las NV. Para caracterizar el perfil
proteico correspondiente a las proteinas presentes en la CP las mismas se cargaron en un
gel en 1D SDS-Page (Anexo Figura A10). Para el caso de NE-CLPFFD; NE-CALNNLPFFD

y NE-CpegLPFFD se observaron patrones similares, posiblemente debido a que exponen
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una region similar del péptido LPFFD. Sin embargo, dada la gran complejidad que presenta
este tipo de muestras, las posibles diferencias sutiles detectadas son solo predictivas y
requieren de ensayos mas selectivos como los que se discutiran en el desarrollo del
objetivo especifico 7, entre las diferencia sutiles es posible decir que las NE aparentemente
no se comportan de igual manera determinandose una sutil mayor diversidad de proteinas
que se adhieren a la superficie, posiblemente debido a que las mismas son mas reactivas
que las nanoparticulas funcionalizadas con péptido. Por otra parte, NE-CALNN y NE-Cpeg

se comportan de una manera algo diferente, pero también adhieren proteinas.

Tabla 7: Cuantificacidon de proteinas obtenidas de las NpO-conjugadas luego de ser incubadas por 24h,

datos ajustado de acuerdo a la concentracion en nmol de NpO.

Concentracion Concentracion
ug de proteina/uL (+SD) ug de proteina/nmol de NpO (+SD)

NE 0,68 (0,115) 34 (45,7)
NE-CLPFFD 0,84 (+0,246) 42 (+12,3)
NE-CALNNLPFFD 0,99 (+0,105) 49,5 (45,25)
NE-CpegLPFFD 0,78 (0,219) 39 (+10,95)
NE-CALNN 0,67 (+0,078) 33,5 (3,9)
NE-Cpeg 0,83 (+0,197) 41,5 (9,85)
NE-THRCLPFFD 1,32 (£0,214) 66 (+10,7)
NV-CTAB 0,54 (+0,307) 108 (+23,35)
NV-CLPFFD 0,72 (0,234) 144 (+15,35)

* En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes. Resultados

corresponden al promedio de cada lote evaluado, junto a la desviacién estandar (+SD) en cada caso.
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6.5 Objetivo especifico 5.
Evaluar toxicidad de los conjugados NpO-péptido en lineas celulares SH-SY5Y de NM

incubados y sin incubar en plasma.

6.5.1. Efectos de las NpO sobre la viabilidad celular.

Para emplear NM in vivo, es necesario evaluar en primer lugar los posibles efectos sobre
la viabilidad in vitro. En la Figura 36 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos
de MTS realizados luego de incubar NE con células de neuroblastoma SH-SY5Y. Tal como
puede apreciarse no se observan efectos significativos en los rangos de concentraciones de
nanoparticulas probadas.

En el caso de las NV, se ha descrito que la presencia de CTAB, es un factor
determinante que puede inducir toxicidad. Para eliminar la mayor cantidad posible de CTAB
del medio se realizé una centrifugacion y reconstitucion del pellet en diferentes soluciones:
CTAB a una baja concentracion (2,5mM), plasma y DMEM. Es importante destacar que en
las NV-CTAB no se puede eliminar completamente el CTAB debido a la inestabilidad
coloidal que da origen a la agregacion de las nanoparticulas.

En la Figura 37 se observan los resultados de toxicidad evaluados en cada NV luego de
realizar centrifugaciones y resuspensiones en los diferentes medios. Lo mismo se realizé
con el conjugado NV-CLPFFD. Al analizar el perfil de viabilidad se aprecia que las NV-
CLPFFD producen un efecto menor sobre la viabilidad celular en comparacion con lo
observado para NV-CTAB. Posiblemente esto se deba a que las NV-CTAB de por si llevan
una mayor cantidad de CTAB. C. Adura y cols., reportaron que al cuantificar los niveles de
CTAB remanente luego de una primera centrifugacion, en las muestras NV-CTAB el CTAB
cuantificado corresponde a 0,5mM y en las NV-CLPFFD corresponde a 50uM,?* por lo cual

la mayor toxicidad de las primeras respecto de las ultimas puede ser atribuida al CTAB

97



remanente, que se liberaria tras reconstituir estas en medio de cultivo, lo cual previamente

también ha sido reportado por Alkilany y cols.?* '®"
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Figura 36. Ensayo de viabilidad en células SH-SY5Y tratadas con NE, se realizé un analisis de varianza

ANOVA-tukey, al comparar el control positivo(C+) y los diferentes ensayos empleando NE, se aprecia
que no hay diferencias significativas. Los resultados fueron expresados en porcentaje de viabilidad
respecto al control, representados como el promedio junto a su desviacion estandar de 3 experimentos

independientes de 6 repeticiones (n=18). Se compararon contra las células no tratadas.

La CP se ha descrito que también influye sobre la toxicidad de los NM aumentando o
disminuyendo los efectos.!""! Para estudiar el posible efecto de la mencionada corona se
incubaron las NV en plasma humano, y DMEM+10%SFB, luego se centrifugaron y se
resuspendieron en medio DMEM (Figura 37). Al existir proteinas en el medio fue posible
realizar dos centrifugaciones sucesivas ya que la CP estabiliza las nanoparticulas
permitiendo asi la eliminacién de mayores cantidades de CTAB. Empleando una doble
centrifugacion, se pudo disminuir el efecto sobre la viabilidad de las NV siendo mas notorio
el efecto en aquellas NV-CLPFFD (como se observa en la Figura 37). Si bien aquellas NV-
CTAB presentan aun toxicidad, que posiblemente se atribuya a la liberacién de CTAB, es
bastante menor a la observada empleando una sola centrifugacion (Figura 37). La
formacion de una CP aumenta la estabilidad de las NV permitiendo realizar una mayor
cantidad de centrifugaciones, reduciéndose los niveles de CTAB y concomitantemente la

toxicidad.?”
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Figura 37: Ensayo de viabilidad en células SH-SY5Y tratadas con NV, Los resultados fueron expresados
en porcentaje respecto del control de vida (+), representados como el promedio junto a su desviacion
estandar de 3 experimentos independientes de 6 repeticiones (n=18). Se compararon contra las células
no tratadas. Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA-Tukey (*** P < 0.001). SDS se emple6é como C-, y
DMEM como C+. En el eje x, DMEM y CTAB 25uM se refieren a las muestra centrifugada y redisuelta en
dichos medios; por su parte Plasma/DMEM, DMEM/DMEM y CTAB 25uM/DMEM, se refiere a las
muestras que pasaron por una segunda centrifugacion. Luego de la primera centrifugacion se incuban en

plasma, DMEM o CTAB 25uM, respectivamente, y luego de la segunda centrifugacion se redisuelve en
DMEM.

6.6 Objetivo especifico 6.

Evaluar efectos sobre la estructura y actividad de proteinas (albumina y AB) debidos a la

interaccion de NpO-péptido.

6.6.1 Estudio de interacciéon de NpO con proteinas, efectos sobre la agregacion de
AB.

Para evaluar el efecto de las NpO sobre el crecimiento de las fibras amiloides se realiz6
el ensayo de fluorescencia de tioflavina (Th-T) que es un compuesto que se une a las fibras
incrementando la senal de fluorescencia. Asi en la Figura 38 se representa la sefal de

intensidad de fluorescencia de Th-T debido a la formacion de fibras amiloides.
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Al evaluar los resultados se observa una tendencia de las NE y NE-CLPFFD de inducir
un mayor crecimiento de las fibras, posiblemente debido a la capacidad que tienen las
superficies de las NpO para aumentar el crecimiento de las fibras favoreciendo las
interacciones de las mismas. Por el contrario, las NE-THRCLPFFD generan una tendencia
a un crecimiento menor, posiblemente esto se deba a la presencia de la secuencia THR, la
cual en su estructura presenta una gran cantidad de Pro (P), lo que podria afectar a la
estructura secundaria y reducir el crecimiento de las fibras. Para el caso de las NV-
CLPFFD, posiblemente la disminucion en el crecimiento de las fibras se deba a la presencia

1.B% Aun cuando en el

de CTAB, similar a lo observado por C. Adura en su tesis doctora
caso de las NE-CLPFFD exista una tendencia a un mayor crecimiento de fibras, al efectuar

la irradiacion de este sistema, se destruyen las fibras y estas no vuelven a crecer.®!

Citrato de sodio

CTAB

NE

NE-CLPFFD

NE-THRCLPFFD

NV-CLPFFD
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L

4000 4

2000 4

Fluorescencia (u.a)
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Figura 38: Intensidad de Fluorescencia de Tioflavina-T para el seguimiento del crecimiento de fibras de
AB en 24h incubadas con NpO. Resultado mostrado como el promedio y graficado segun su desviacion

estandar. (n=3)

Este hecho da cuenta que las NpO si pueden interferir con propiedades de agregacion

de las proteinas y sus reconocimiento,['®® %2 en este caso con AB.l'!existe una serie de
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evidencias que NP pueden acelerar procesos de formacion de fibras al favorecer el proceso
de nucleacién y en contraparte se ha descrito que modificando la superficie de estas es
posible disminuir la formacion de fibras de algun tipo de proteinas.!"®

Para evaluar la formacion de las fibras, se tom6 una serie de micrografias por TEM,
como se aprecia en la Figura 39, lo que da cuenta de la formacién de las fibras al cabo de
24 horas.

Considerando los posibles efectos de las NpO sobre otras proteinas se han realizado
algunos ensayos sobre el efecto en la albumina, proteina mayoritaria del plasma. Se tiene
referencia que las NpO al interaccionar con proteinas del plasma pueden modificar su

actividad, como es el caso de la quimiotripsina que aumenta su actividad enzimatica.''®® "2

seng o [AB + NE-CLPFFD)
A . » 3 7

2 1 : -
Aé'; : '. ,.\';- "5‘
v f —a \g‘;&" -
. S

IAB + NE- CALNNLPFFD| IAB + NE- CpegEfFFD@ IAB + NE- CALNN|

. < : ,'-' 8
;A W

f\s + NE- Cpegl i !IAB +NETHRCLPFFD| IAB + NV- CLPFFD|

Figura 39: Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmision luego de la incubacion de las
NpO (4nM de NE y 1nM de NV) junto con AB (12,5uM), también se muestra una imagen solo de AB,

correspondiente al control. La escala equivale a 200nm en NE y 500nm en NV.
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6.6.2 Efectos de las NpO sobre la estructura secundaria de la albumina.

Para evaluar el efecto de las NpO sobre la albumina se llevdé a cabo un estudio de
dicroismo circular de la albumina incubada con NpO. Como se aprecia en la Tabla 8 y en la
Figura 40, existen ciertos cambios conformacionales en presencia de las NpO, lo cual indica
qgue hay una cierta interaccion de BSA con las NpO, llevando a cambios conformacionales
de la proteina. Se observa que las NE y las NV no recubiertas con péptido disminuye el %
de a-hélice, indicando un posible efecto sobre las estructuras a-hélice. En relacion a estos
realizados por Shang y cols., que dan cuenta que luego de conjugar BSA a NE (desnudas),
se aprecia una disminucion del % de a-hélice y un aumento del % de lamina-B.1"**! Asi de
acuerdo a lo observado en los resultados evaluados para NE se estarian conjugando con
BSA, posiblemente por el unico tiol libre presente en BSA en el residuo Cys34, presente en
una hendidura de 6A, siendo este residuo el responsable de la agregacion de BSA bajo
condiciones experimentales de estrés."™ Para el caso de las NV-CTAB, que puede ser
funcionalizada, también se aprecia una disminucion del % de a-hélice, pero no un aumento
del % de lamina-B. Posiblemente este tipo de NpO también esté funcionalizandose, pero
dada la presencia de CTAB un surfactante iénico que se ha descrito interacciona con BSA
por medio de interacciones electrostaticas y también en regiones hidrofébicas presentes en
la superficie de BSA. Asi la presencia de CTAB sobre las NV podria generar otro tipo de
modificaciones de BSA que interfiera en las observaciones, dificultando predecir una
posible funcionalizacion.!"®®

Por su parte los datos obtenidos de la incubacién con BSA con NE-CLPFFD y NV-
CLPFFD tienen poco efecto sobre las estructuras de tipo lamina-B y un marcado efecto
hacia las conformaciones a-hélice. Por su parte las NE-THRCLPFFD, aparentemente
aumentan las conformaciones de tipo lamina-f y a-hélice, lo que revelaria que

posiblemente el péptido afecta dichas estructuras. Posiblemente estas ultimas interaccionen
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mejor con BSA por la presencia del péptido THRCLPFFD. Sin embargo, es complejo dar
cuenta de esto, puesto que BSA es una proteina con multiples dominios los cuales
mayoritariamente estan conformados por estructuras tipo a-hélice, las cuales pueden
interactuar con diferentes estructuras moleculares. Es sabido que BSA interactia con alta
afinidad con estructuras hidrofébicas, y moléculas cargadas negativamente, por lo cual la
alteracion en el % de a-hélice, puede dar cuenta de posibles interacciones a este nivel. Se
debe tener en cuenta también que dada la alta cantidad de Lys (K) expuestas en la
superficie de BSA (60 residuos), también pueden esperarse interacciones de tipo
electrostatica con motivos cargados negativamente presentes en moléculas como las NE.
Si bien, posiblemente este tipo de interacciones no afecte las estructuras secundarias de
BSA, si puede favorecer al reconocimiento y luego favorecer la interaccion con otras

moléculas en el plasma.!'®”!

Tabla 8: Estructura secundaria, (a-hélice, lamina-B y espiral al alzar (RC)), andlisis para BSA en
ausencia y presencia de NpO. Obtenidos a partir del analisis de la elipticidad residual media por el

programa dichroweb

% a-hélice lamina-p % RC
BSA 55,4 (+1,1) 10,4(+1) 34,2(+1,2)
BSA+NE 50,6 (+2,4) | 11,1(x0,3) | 38,3 (+2,1)
BSA+NE-CLPFFD 57,5 (+0,6) 7,4 (+2,7) | 35,1(¢3,4)
BSA+NE-THRCLPFFD 56,9 (+0,7) | 15,5(1,5) | 27,6 (+1,8)
BSA+NV CTAB 52,1 (+0,2) 8,9 (0,4) 39 (+1,3)
BSA+NV-CLPFFD 60,7 (+2,2) 6,4 (+2,8) | 32,9 (2,9)

* En cada caso los datos fueron obtenidos a partir de 3 lotes de NpO independientes.
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Figura 40: Elipticidad residual media de BSA en presencia de NpO.

6.7 Objetivo especifico 7.
Identificar las proteinas del plasma que interacttan con NpO-péptido (corona de

proteinas).

6.7.1 Identificacion de las proteinas del plasma que se unen a los conjugados NpO-
péptido por electroforesis en 2-D y LC-MS/MS.

Se procedié a identificar que tipos de proteinas conforman la CP luego de la incubacion
de las mismas con plasma humano. Luego de la incubacion se separaron las proteinas
unidas a las NpO segun se describe en el capitulo 2, y se procedi6é a su identificacién, para
lo cual se realizaron geles de poliacrilamida bidimensionales. En la Figuras 51 y 52 se
muestran los geles en 2-D obtenidos a partir de las proteinas separadas para cada NpO
incubada con plasma. Dada la gran complejidad de las muestras, se empled como
referencia desde la base de datos ExPASYy, la informacion de protedmica que se tiene del
plasma humano, (Figura 41). Esto con el fin de pre identificar una serie de spots, para asi
centrar el interés en ciertas proteinas que podrian estar relacionadas con el cruce a través

de la BHE y con la captacion por el SFM. Seleccionado los spots, se extrajeron y se
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analizaron por LC-MS/MS, a partir de lo cual se identificaron las proteinas (Tabla 9). Dada
la gran cantidad de proteinas en el plasma y la complejidad de los geles obtenidos, también
se realizd la identificacion de proteinas totales a partir del crudo de proteinas obtenido
(Anexo Tabla A1).

Para complementar los datos se realizé una identificacion de las proteinas totales a partir
del pull de proteinas unidas y posteriormente separadas desde la superficie de las NpO.
Como se esperaba se identificaron las proteinas ya detectadas por la identificacion de las
manchas en los geles bidimensionales y se observaron muchas otras proteinas que
también estan presentes en la CP, dando cuenta de la complejidad de la CP. En la Tabla
A1 del anexo se detallan la proteina totales identificadas de las CP de las muestras de
NpO.

Estos resultados pretenden servir a modo de observacion general, a partir del cual es
necesario plantear la posibilidad de conseguir favorecer ciertas interacciones, y disminuir
otras para mejorar la entrega de las NpO, este principio es el que se aborda en la ultima
parte de esta tesis. Algunas observaciones generales luego de identificadas las proteinas
pueden destacarse de los geles obtenidos. Interesantemente, en que aquellas proteinas
mayoritarias del plasma (ver Figura 41, Tabla 9) estan presentes en todas las muestras
tales como inmunoglobulinas, albumina, fibrindgeno, proteinas del complemento entre
otras. Pero una observacién no menor se relaciona con la albumina, pues pese a que es la
proteina mayoritaria del plasma, no es la que se encuentra mas abundante en las muestras.

Es interesante destacar que gran numero de opsoninas (proteinas como Ig, proteinas del
complemento, fibrinégeno, etc) se unen indiscriminadamente a las NpO, dato que
posiblemente se relacione con lo observado in vivo para las NE, NE-CLPFFD y NE-
THRCLPFFD, en los cuales puede relacionarse con la acumulacién mayoritaria observada

en organos no deseados como higado y bazo, tal como se demostré por nuestro grupo en
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estudios previos in vivo,"*® (capitulo 5). Si bien existen diferencias en la funcionalizacién
entre las diferentes NE, al realizar su caracterizacion presentan ciertas similitudes, como
tamafio y pot-Z. No obstante, aunque cambia el recubrimiento las interacciones con las
denominadas opsoninas no son dependientes de la estructura de los péptidos que se
encuentran recubriendo las NpO. Asimismo, los cambios de forma y de carga tampoco

tienen una gran influencia en la interaccién con las opsoninas.
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Figura 41 : Gel en 2-D de una muestra de plasma humano, obtenido a partir de la base de datos de

Expasy http://swissmodel.expasy.org, se indican las proteinas presentes en el gel.
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Figura 42 : Geles 2D de Separacion de proteinas presentes en la CP de los conjugados NpO.
Comparativa de geles en 2D a partir de Np conjugadas por 24h. Se aprecia el patrén proteico segun su
punto isoeléctrico y tamafio de las proteinas. Se representan algunas de las proteinas identificadas y
relacionadas con la distribucion in vivo.
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Tabla 9: Resumen de las proteinas mas relevantes en cada CP unida a los diferentes conjugado

identificadas desde los geles bidimensionales por medio de LC/MC/MC:

g | e o
2 | g e | 2 w | £ | o |2
w = () — < w
w [ 2 7y = o o - o
2 = 2 Q < Q e Q e}
e = o N w T = Q
w 3 Q w z - z >
2 Q W 2 w z
z
inmunog|obu|inas * % * % * % * % ET T * % * % ET T * %
Fibrinégeno dokk *% * * * * *k P P
C03 * % * * * * * EE LS * *
Albimina * * * * * * P * *
Serotransferrina Hkk * * *ok * * ok k ok *
Plasminégeno ** * * * * *% *% %k *
ApoE *% * * * * ok ok * ok ok
NA3(posible APO) * * * *
coa *% * *% *% *% * *% * *%
ApoA4d sk sk * * *% % sk ok * *
ApoAl *% * * * *% *% *% *% P
Alfa-Globulinas *% *% *k * * * *% * *
(A2MG/A1G/A2AP/ANGT)
protrombina * * * * * *%
Antitrombina lll * * % * * * % *

Los valores *;**;*** solo son de caracter cualitativo y reflejan las cantidades relativas de dichas

proteinas en las muestras evaluadas segun la intensidad de las bandas de los geles. 2D.

En la Figura 42 y en la Tabla 9, es posible apreciar ciertos patrones similares entre las
diferentes muestras, en donde se marcan algunas de las proteinas relacionadas con la
distribucién a modo de comparacién. Asi al comparar los geles obtenidos de aquellas NE
con la secuencia CLPFFD (NE-CLPFFD; NE-CALNNLPFFD; NE-CpegLPFFD), se presenta
un patrén proteico que posee cierta similitud, mayor que la determinada por otras NpO.
Siguiendo con las observaciones generales de los geles la ausencia de CLPFFD (NE; NE-
CALNN; NE-Cpeh) produce cambios en los patrones proteicos de las CP de las NE. Asi,
espaciadores CALNN y Cpeg (NE-CALNNLPFFD; NE-CpegLPFFD) aparentemente no son

determinantes en el patron proteico en presencia de CLPFFD, pero si generan diferencias
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al estar expuestos en ausencia de este péptido. Por otra parte para el caso de las NV-
CLPFFD se obtiene un patrén con una serie de similitudes respecto de NE-CLPFFD. Y
puede mencionarse que las muestras como NE; NE-CALNN; NE-Cpeg; NV-CTAB y NE-
THRCLPFFD que sin tener un factor comun en superficie, tienden a unir otras proteinas y a
tener patrones de unidon a proteinas diferenciales. Estas observaciones solo son
comparativas y no permiten determinar diferencias reales, dada la gran cantidad de
posibles isoformas que pueden tener las proteinas. Dado lo cual solo da cuenta de
parametros a ser considerados para los estudios posteriores.

Las NE-THRCLPFFD, NV-CTAB y NV-CLPFFD a diferencia de los otros conjugados
unen una mayor cantidad de proteinas por nmol de NpO (capitulo 4). Entre las proteinas
mayoritarias observadas en el gel de NE-THRCLPFFD (Figura 42) y luego detectadas por
LC-MS/MS (Tabla 9) se encuentran la albumina y las proteinas del complemento. Ademas
se observa una alta densidad de proteinas en la regidon de las apolipoproteinas
(Apolipoproteina A y E). Tanto la presencia de albumina como de apolipoproteinas podrian
ser factores que favorezcan el paso a través de la BHE por transcitosis absortiva o mediada
por receptores, respectivamente. La albumina podria estar promoviendo una transcitosis
absortiva y la ApoE podria promover el paso a través del receptor LRP1.[76-79: 105 115,120, 121]

La presencia de elevados niveles de proteinas de la CP sobre conjugados como NE-
THRCLPFFD y dada la gran cantidad de proteinas detectadas (objetivo 4), puede ejercer
efectos sobre el reconocimiento por los receptores para THR, ya que podria darse un
ocultamiento del péptido lanzadera por la mencionada corona. Al analizar en conjunto a los
resultados del ultimo objetivo (objetivo 8), los resultados in vivo, se aprecia durante periodos
cortos de tiempo 0 a 1h que NE-THRCLPFFD logra aumentos notorios en los niveles
cerebrales respecto de NE-CLPFFD, sin embargo, a las 2 horas, no es tan considerable la

mejora respecto a los conjugados NE-CLPFFD. Posiblemente la llegada mas temprana del
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primero al cerebro se deba a la interaccién con los receptores de transferrina que favorecen
la transcitosis. Si bien NE-CLPFFD se unen en menor medida a albumina y ApoE,
posiblemente este factor sea la causa mas relevante del paso a través de la BHE,
dejandose en segundo plano el cruce de la BHE por medio del receptor de Transferrina
para el caso de las NE-THRCLPFFD, que posiblemente esté restringido dada la gran
cantidad de proteinas que pueden estar conformando la CP. Por ultimo se tiene que las NE
unen una menor cantidad aparente de albumina respecto de otras proteinas, y
posiblemente esto sea causa de que se observen ciertos niveles de NE-citrato (desnudas)

en el cerebro.

6.8. Objetivo especifico 8.

Estudiar la biodistribucion de NpO-péptido (NE-CLPFFD; NE-THRCLPFFD y NE)

6.8.1. Determinacion de niveles de oro en cerebros de rata en funcion del tiempo
luego de la administracién intraperitoneal (experimentos ex vivo).

Luego de inyectar las NE a una rata se determinaron los niveles de oro a diferentes
tiempos post administracion en cerebro, resultados que se muestran en la Figura 43 y en la
Tabla 10.

De los resultados se pudo apreciar que los niveles de oro determinados en aquellas
ratas tratadas con NE-CLPFFD fueron mayores a los de las ratas tratadas con NE (sin
funcionalizar). A partir de los resultados observados se determind que a las 2 horas post
inyeccidon se detectaron los mayores niveles de oro observandose luego una disminucion
de los mismos hasta llegar a los niveles basales luego de 24h post administracion. Esto da
cuenta de una posible remocion de las NE desde el cerebro al menos durante las 24 horas
post inyeccién, disminuyendo asi posibles efectos no deseados, en el sistema nervioso
central. Si bien los niveles de oro son muy bajos respecto de la DI (Tabla 10) se aprecia
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que aquellas NE-CLPFFD, llegan en una mayor proporcion respecto de las NE (sin

funcionalizar).””
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Figura 43. Perfil de acumulacién en el tiempo de oro en cerebro de rata luego de una administracién
intraperitoneal de NE y NE-CLPFFD. El experimento se realizé por cuadruplicado. *p<0,05; **p<0,001;
***p<0,0001.

6.8.2 Determinacién y comparacion relativa de los niveles de oro encontrados en
higado, bazo y riiidn respecto a los encontrados en cerebro.

La funcionalizacion de NE con CLPFFD conlleva a cambios en las interacciones con
biomoléculas respecto de las NE sin funcionalizar tal como se demostré tras realizar el
objetivo 7. Es por eso que se espera un efecto sobre la distribucion diferencial entre NE-
CLPFFD y NE (sin funcionalizar) al igual que lo observado en cerebro. Para esto se
determinaron los niveles de oro en érganos como el higado, el bazo y los rifiones (Figura 44
y Tabla 10). Los elevados niveles de oro detectados en los 6rganos estudiados, indican
que las NE llegaron a la circulacién y se distribuyeron en el organismo. Luego de 24 horas
las NE-CLPFFD se encontraron mayoritariamente a nivel de higado y bazo (52% y 2%
respectivamente de las DI) y en un menor nivel en los rifiones (0,2% de la DI). Los niveles
de NE fueron mas variables, encontrandose 29%, 0,7% y 0,1% en higado, bazo y rifiones,

respectivamente (Tabla 10). Asimismo, se determind que el contenido de oro en cerebro
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fue 10 veces menor al detectado en rifiones. Luego de 24 horas los mayores niveles se
detectaron a nivel del higado. Interesantemente el recubrimiento con CLPFFD disminuyd la
captacion de NE a nivel del bazo durante las primeras 2 horas respecto a lo observado en

las NE estabilizadas con citrato.®”
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Figura 44. Perfil de distribucion de NE y NE-CLPFFD en bazo, higado, rifién y cerebro luego de una
administracion intraperitoneal en ratas. (A-B) porcentaje de oro determinado en cada érgano respecto
de la DI. (C-F) Perfil de concentracion de oro en los diferentes érganos estudiados. El experimento se
realizé por cuadruplicado. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001.
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Tabla 10. Contenido de oro en

los 6rganos de ratas, obtencién de la DI

Tiempo NE-CLPFFD NE
Organo horas ue/g ne % ng/g ug %
(sD) (*sD) (*sD) (*sD) (*sD) (*sD)
0.5 0,012 0,023 0,003 0,007 0,013 0,002
(*0,01) (*0,019) (*0,003) (*0,01) (*0,011) (*0,002)
1 0,017 0,034 0,005 0,009 0,02 0,002
(*0,002) (*0,003) (*0,0004) (*0,002) (*0,004) (*0,0006)
2 0,045 0,09 0,012 0,009 0,018 0,002
Cerebro + + + + + +
(*0,011) (*0,02) (*0,003) (*0,003) (*0,006) (*0,0008)
4 0,012 0,024 0,003 0,005 0,0102 0,001
(*0,001) (*0,002) (*0,0003) (*0,001) (*0,002) (*0,0003)
24 0,015 0,03 0,003 0,02 0,034 0,004
(*0,008) (*0,015) (*0,002) (*0,01) (*0,023) (*0,003)
1 6,81 102,15 13,68 6,5 97,5 13,06
(*0,67) (*9,98) (*1,33) (*1,48) (*22,2) (*2,98)
2 6,45 96,75 10,41 4,7 70,5 9,45
Higado (*1,27) (*19,05) (*2,55) (*2,13) (*31,95) (*5,18)
4 15,7 235,5 31,55 8,3 124,5 16,68
(*2,72) (*40,8) (*5,46) (*3,88) 58,28) (*7,8)
24 25,88 388,2 51,98 14,39 215,95 28,92
(*7,69) (f115,4) (*15,45) (*10,43) (*156,6) (*20,97)
1 0,227 0,795 0,106 0,067 0,24 0,03
(*0,036) (*0,13) (*0,02) (*0,03) (*0,086) (*0,012)
2 0,341 1,194 0,159 0,12 0,42 0,05
Rifién (*0,084) (*0,3) (*0,04) (*0,05) (*0,18) (*0,024)
4 0,2 0,7 0,09 0,12 0,42 0,05
(*0,087) (*0,31) (*0,09) (*0,09) (*0,32) (*0,041)
24 0,40 1,41 0,19 0,36 0,84 0,112
(*0,12) (*0,40) (*0,05) (*0,35) (*1,13) (*0,15)
1 12,46 3,99 0,53 57,33 18,35 2,46
) ) ) (*24,09) (7,71) (*1,03)
2 12,68 4,06 0,54 63,5 20,32 2,72
Bazo (*4,96) (*1,59) (*0,21) (*13,44) (*4,3) (*0,558)
4 43,73 13,99 1,88 68,4 21,9 2,93
(*12,75) (*4,08) (*0,55) (*13,43) (*4,29) (*0,58)
24 48,01 15,36 2,05 16,29 5,21 0,7
(*25,96) (*8,31) (*1,11) (*7,51) (*2,41) (*0,321)

* Solo el cerebro se analizé por AAN a las 0,5 horas
** A partir de los 6rganos extraidos, peso cerebro seco promedio fue de 0,35g, higado 1,8g, rifién 0,5g y

bazo 0,085g. Se empled una cantidad de 3 animales por tiempo analizado (n=3)

En las Figura 43 y 54 y en la Tabla 10 se aprecia como es posible aumentar en 4 veces
la cantidad de NE en el cerebro modificando la superficie de las nanoparticulas reduciendo
la carga y aumentando el caracter lipofilico de éstas. También queda claro que esta
modificacion lleva a una reduccién de la retencion de NE por el bazo a 1 y 2 horas luego de
la inyeccion. Transcurridas las 24 horas, se aprecia que los conjugados han sido
parcialmente extraidos del cerebro y otros érganos para acumularse mayoritariamente en

higado. La acumulacion en higado, es similar a la observada en un trabajo previo, en que el
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grupo de Semmler-Behnke y cols., inyectaron NpO intravenosamente en ratas y al cabo de
24h se encontraron mayoritariamente en higado.”® * En este sentido se ha encontrado que
las NE (sin funcionalizar) presentan un pot-Z con mayor valor absoluto negativo que las NE-
CLPFFD, y con la funcionalizacién con el péptido anfipatico CLPFFD se incrementa la
penetracion de las NE posiblemente debido a la reduccion de la carga negativa que
reduciria la interaccidn con opsoninas y la consecuente captacion por el SFM como también
por un aumento del caracter hidrofébico que contribuye a un aumento de la penetracién a
través de membranas.?* 72 77 114

A partir de la informacion de las NE y su comportamiento, seria posible dar cuenta de
que la carga negativa de las mismas conlleva a procesos de opsonizacién, no deseados,
que inducen a la retencién de las NE por el SFM, disminuyéndose asi su llegada al
cerebro.”” 277191 geqin esto, el desafio es lograr aumentar aun mas los niveles de NE en
el cerebro. Para ello podrian considerarse diferentes parametros como la via de
administracion intravenosa y/o una modificacién de la superficie de las NpO en el orden de
incrementar su lipofilicidad y reducir su carga negativa.

Aun cuando en este trabajo no se estudio el clearence de NE, se podria especular que
por el tamano de las NE se vea dificultada su excrecién a través de los rifiones, ya que se
ha descrito que el tamafio de corte de excrecion por riidn es cercano a los 5,5nm, lo cual
se observado para QD.["®® Por lo cual el mecanismo presumible para las NE estudiadas en
este trabajo seria la excrecion por via hepatobiliar, como lo ha propuesto Sonavane y cols.,
y Semmler-Behnke y cols., en un estudio realizado para NE de tamafio similar./*% " %!

En cuanto a la llegada de NE al cerebro otros autores también demostraron que las

mismas cruzan la BHE luego de la administracion intraperitoneal de NE de 12-13nm. Esto

da cuenta que las NE pueden sortear numerosas barreras y el efecto de primer paso para
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conseguir llegar al cerebro tal como lo describieron, previamente Hillyer y Albertch,
empleando otras NE.[% 169 170]

El paso al cerebro de las NE-CLPFFD, posiblemente esté relacionado con algun tipo de
receptor que pueda reconocer CLPFFD a nivel de BHE, como el receptor RAGE e inducir la
transcitosis de las NpO desde la sangre al cerebro al igual que ocurre con AB.B?%% Otra
posibilidad demostrada en el capitulo 4, es la capacidad de interactuar con proteinas, entre
las que pueden estar Albumina, que favoreceria la transcitosis, mediada por la interaccion
de la membrana. Asimismo la unién a otra proteina como la ApoE, una proteina que es
reconocida por los receptores de LDL, podria favorecer la transcitosis. La naturaleza
anfipatica de CLPFFD, posiblemente también ayude al anclaje de la membrana de las NpO,

lo cual facilitaria las posibilidades de reconocimiento.

6.8.3 Localizacion de NpO en el cerebro.

En relacion a los niveles de NE y NE-CLPFFD detectados en el cerebro, se intentd
localizar en que regién se acumulan las diferentes NE. Con el fin de detectar los conjugados
se empled marcaje con carboxifluoresceina, con la cual por medio de microscopia de
fluorescencia podria ser detectada siempre que los niveles de sefal observada en el
parénquima cerebral fuesen mayores a los niveles de fluorescencia de los controles. Para
este fin, el cerebro fue dividido en cortes de 20um y las areas del cerebro se detectaron por
tincion de Nissl de regiones paralelas a las analizadas, como muestra la Figura 55. En una
condicion similar a la cuantificacion de oro, luego de 2 horas se observé una mayor
acumulacion en la zona del hipocampo La sefial de fluorescencia decay6 al cabo de 4h
como se aprecia en la Figura 45. Estos resultados se correlacionan con el perfil dado por
los niveles de oro obtenidos a las 2h post inyeccion, a partir de lo cual se puede inferir que

el péptido se mantuvo unido a la superficie de la NE, sin embargo, no se descarta una
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hidrolisis parcial del péptido in vivo. Pero a través de estos estudios no es posible descartar
una eventual hidrolisis del péptido pues el marcaje se ubicd en extremo N-terminal del
péptido, justamente mas cercano a la superficie de la NE. A las 4h post inyeccion los
niveles de fluorescencia decayeron en conjunto a los niveles de oro, lo cual da cuenta de un
eventual clearence desde el cerebro, correlacionado con un aumento en los niveles en
higado. En estos experimentos no se evaluaron mecanismos de clearence, pero se
propone que posiblemente las NE-CLPFFD fueron extraidas desde el cerebro tras pasar
desde del parénquima cerebral al liquido cefalorraquideo (LCR), para ser luego exportadas
desde el SNC a la circulacién venosa. Posiblemente las NE podrian ser exportadas en el
LCR por el transporte de fluidos y otros elementos mediados por vacuolas de fluidos a
través de la vellosidad de las células (mecanismo empleado por ejemplo por bacterias y
células de la sangre). EI LCR se mueve a lo largo de un gradiente de presién desde un
punto de alta presién (espacio subaracndideo) a un punto de menor presién (senos
venosos), pudiendo asi transportar las NE hacia la circulacion a través de las estructuras de
las vellosidades aracnoides, adaptadas para el transporte de LCR desde el espacio

subaracnéideo a la circulacion venosa. B* 50 171.172]

6.8.4 Evaluacion de la integridad de la BHE.

Para descartar que la presencia de las NE en la circulacién no tiene un efecto negativo
en la integridad de la BHE y que los niveles detectados en el cerebro no se deban a un
dafo en la BHE se emple6 azul de Evans (AE) inyectado por via intravenosa, el cual se une

n.'1 Sj existiese dafio a nivel

a la albumina y se convierte en un marcador de extravasacio
de la BHE se espera que el cerebro se tifia de color azul fendmeno que se observa en un
control positivo empleando manitol en concentraciones hiperosmolares (al 25% en solucién

salina al 0,9%) que produce disrupcion en la BHE observandose permeabilidad de albumina
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marcada con AE (Figura 46). En el caso de las ratas tratadas con NE-CLPFFD, no se

observo tincion con AE en el cerebro (Figura 46)

6.8.5 Estudios in vivo de distribucién de NE-CLPFFD.

Segun se demostré en el objetivo 3, el disefio experimental involucra el marcaje de NE
con '®F, para asi tener una marca que puede ser detectada por PET con una alta
sensibilidad. Para lograr esta marca, se multifuncionalizaron NE con dos péptidos el
péptidos CK y el CLPFFD. De esta forma se aumentaron los grupos aminos disponibles,
esperandose que al reaccionar de manera de favorecer la reaccién con la sonda SFB-['®F]
y formar las nanoparticulas multifuncionalizadas NE-CK/CLPFFD S™B"871 con un porcentaje
de marcacion adecuado para realizar los estudios in vivo por PET en una rata viva. Las NE-
CLPFFD/CK y NE-CK/CLPFFDS*®1'®" fyeron obtenidas y caracterizadas de acuerdo a los
objetivos 1, 2 y 3."

En estos estudios se emplearon ratas macho Sprague Dawley tratadas con un bolus
intravenoso de particulas radiomarcadas (con un nivel de 3.1+2,7kBq relacionado con los
niveles de oro inyectados en los trabajos anteriores). Luego de lo cual se comenzé con la
adquisicion de imagenes tomograficas por un periodo de 120min. En el capitulo 2 se detalla

en mayor profundidad la metodologia empleada.!"*”!
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Figura 45. Distribucién en el tiempo de NE-CLPFFD-carboxifluoresceina. (A)lmagenes de microscopia
optica (izquierda) y Microscopia de fluorescencia (centro y derecha) de cortes a distintos niveles del
cerebro de forma secuencial desde la zona pre-frontal, cuerpo estriado e hipocampo. (B) Perfil en el
tiempo de la sefial de fluorescencia en las diferentes regiones del cerebro estudiadas. Las imagenes son
representativas a un promedio de una serie de 3 cortes de la misma region, los datos graficados fueron
obtenidos de la serie de cortes y el experimento fue repetido empleando 4 animales. *p<0,05; **p<0,001;
***n<0,0001; ns sigla de no significativo. El microscopio fue calibrado a la fluorescencia basal, la cual fue

considerada como la fluorescencia de las muestras control.

118



NE-CLPFFD

Figura 46. Andlisis de la integridad de la BHE luego de tratar ratas con NE-CLPFFD. 5min previo a la
administracion de las NE-CLPFFD, se administr6 a cada rata por via intravenosa Azul de Evans. Se
esperaron 30 minutos y transcurrido ese tiempo, las ratas se sacrificaron y perfundieron, para luego
remover el cerebro, y continuar con los analisis posteriores. En la imagen se muestran 3 cerebros:
control positivo (izquierda, C+), una rata tratada con una solucion hiperosmolar de manitol, para generar
dafo en la BHE, control negativo (centro, C-), ratas que fueron tratadas con una solucion de citrato de
sodio 1,2mM (solucion en que se encuentran inmersas las NE) y cerebro de una rata tratada con NE-
CLPFFD.

6.8.6 Estudio de distribucién in vivo de NE-CK/CLPFFD.

La distribucién de las NE-CK/CLPFFD*SFB1'®] s¢ monitore6 por PET a diferentes tiempos
luego de la administracién intravenosa. La Figura 47 da cuenta de las imagenes obtenidas
por PET luego de 120 minutos de la inyeccion, mostrando que existe una elevada
concentracion de radiactividad en torno a los rifiones, higado, bazo e intestino.!"*®!

El bazo, uno de los 6rganos mas visibles en las imagenes de todos los animales, da
cuenta de la captura de las NE por el SFM, resultado consistente con lo evaluado
previamente ex vivo en este capitulo. Este estudio permitié también determinar que érganos
como el pulmén muestran alto nivel de retencién de radiactividad, lo que posiblemente
pueda estar relacionado con una acumulacién de NE-péptidos en el lecho vascular de este
6rgano. Notablemente en el mencionado lecho podrian acumularse especies de gran
tamano cercanos a 500nm, por lo cual posiblemente se deba a posibles interacciones de

las NE interactuando con estructuras mayores como células o macromoléculas. Este
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estudio también permite apreciar que vasos de gran tamafo son visibles en las diferentes
imagenes, lo cual puede indicar una cierta union de los compuestos marcados al endotelio
vascular. Aquellas imagenes podrian representar también el volumen de sangre de los
vasos producido por la permanencia de las NE en la sangre durante el intervalo de tiempo
en que se realiz6 el experimento. Los vasos supra aodrticos fueron visibles en las imagenes
indicando la presencia del marcador en el endotelio vascular. Otros érganos incluyendo el
cerebro presentaron bajos niveles de radiactividad, lo cual podria ser atribuido a la baja

penetracion de las nanoparticulas al cerebro.!"*®
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Figura 47. Imagenes representativas de escaner PET a los 120min transcurrida una inyeccion en ratas

por via intravenosa de una solucion de NE-CK/CLPFFD*STBl$ (5,2nM). Se muestra una serie de
imagenes tomograficas obtenidas a partir de secciones coronales. Las imagenes indican diferentes
zonas, en A se muestra un animal desde el lado dorsal hasta F que es el lado ventral. Se pudo apreciar
acumulacion de fluorescencia, en higado, el cual esta presente en todas las secciones de imagenes, las
flechas 1 y 2 da cuenta de la posicion del higado. Los pulmones pueden visualizarse en las imagenes A-
E, indicando su posicion con la flecha 5. Los rifiones y el bazo pueden visualizarse en las imagenes B y
C, indicados con las flechas 3 y 4 respectivamente. La vejiga se aprecia en la tomografias E y F,
sefialadas con la flecha 8 y la flecha 6 corresponde al intestino. Interesantemente, los vasos supra

aorticos pueden ser visualizados en la imagen E, denotado como flecha 7.

Al analizar las curvas del grafico de la Figura 48, las cuales muestran los valores de
radiactividad obtenidos por PET en el tiempo, indican que la mayor concentracion

encontrada fue en la vejiga, lo cual da cuenta de una excrecién urinaria del marcaje que
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puede ser atribuido a las NE. En el intestino también se acumulé radiactividad de forma
progresiva, compatible con una posible excrecion biliar de los conjugados. A nivel del bazo,
la evaluacion de la radiactividad en el tiempo senala que los niveles fueron altos al
comienzo del estudio y se incrementaron ligeramente con el tiempo. Esto da cuenta de un
posible patrén compatible con la fagocitosis en éste 6rgano de las NE que circulan junto a
componentes del SFM, posiblemente ya opsonizados. Al observar los datos se puede
apreciar que existe también una fuerte correlacion entre la rapida disminucién de la marca
desde la sangre con el incremento de la marca en la orina, reflejando la rapidez con la cual
posiblemente se excretan estas NE, luego de esta rapida disminucion inicial, la disminucion
es mas lenta, al igual que la sefal en higado, pulmones y rifiones. En el estudio, los niveles
en cerebro siempre se mantuvieron con una baja sefial. Todos los niveles fueron
disminuyendo con el tiempo lo cual da cuenta del clearence del compuesto desde el

compartimento vascular."®!
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Figura 48. Grafico de curvas del % de la dosis inyectada (DI) normalizado en gramos de tejido (%DI/gr)
en el tiempo para los diferentes 6rganos analizados y evaluados por PET. Las barras representan la
desviacion estandar. La radiactividad acumulada en vejiga e intestinos, reflejan un mecanismo de

excrecion dual de NE.
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FIGURA 49. Grafico mostrando el % de dosis inyectada (DI) normalizado en gramos de tejido (%DI/gr)

calculado a partir de corte y conteo (A) y también por escaner PET (B).

Con el fin de evaluar los niveles de radiactividad acumulada a los 120min obtenido por
PET, determinados como porcentaje de DI por cada gramo de tejido por PET en un animal
in vivo, y por la deteccion ex vivo del porcentaje de la DI por gramo obtenido por el corte de
cada tejido y conteo (Figura 49). Nuevamente estos datos revelaron que la orina mantenia
una gran concentracion de los compuestos radiomarcados (considerar que se grafica % DI
por gr de 6rgano, en el caso de la orina, de ésta). Por lo cual surgi6 la interrogante si esto
correspondia a la excrecion de NpO o a metabolitos radiactivos, producidos por un eventual
intercambio superficial sobre las NpO de los péptidos radiactivos anclados por otras
moléculas presentes en el organismo que son tioladas como péptidos y proteinas. Para
resolver esta duda se inyectaron 2 animales recogiéndose su orina luego de 1 hora post
inyeccion. Estas muestras fueron centrifugadas y se evalué el nivel de radiactividad del
sobrenadante resultando en un 0,02% de radiactividad (Tabla 11) permaneciendo
practicamente el total de la radiactividad en el pellet, o cual da una posible cuenta de que la
sefial corresponde a la NE-CK/CLPFFD*"®'8fl y no a un ligando desorbido de las

nanoparticulas ya que las NE sedimentan en el pellet. Pero este no es un resultado
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absoluto, pues el rifidn puede eliminar los metabolitos libres, los cual llevdé a realizar
estudios in vitro de estabilidad en plasma. Estos estudios se llevaron a cabo a 37°C en que
se incubandose las NE-CK/CLPFFD*S"B'8F] con plasma de rata y tomandose muestras
durante 3 horas. Estas se centrifugaron para separar posibles productos de degradacién
presentes en sobrendantes del plasma luego de la centrifugacién. Entonces se realizé un
conteo de radioactividad del sobrenadante y del pellet, como se muestra en la Figura 50. La
fraccion de radiactividad detectada en el sobrenadante podria corresponder a metabolitos
libres o a una fraccion de NE-CK/CLPFFD*SPBU'Sfl que no sedimentd luego de la
centrifugacion. Esto debido a que las NE en plasma podrian encontrarse en diferentes
estados de agregacion. En base a los resultados obtenidos puede suponerse que existe un
cierto % de remociéon del péptido marcado desde la superficie que podria ser excretados
por via renal. Por lo cual una fraccion de la marca radioactiva observada en la orina podria
corresponder al péptido libre que se desorbié de la superficie por intercambio con otras

moléculas bioldgicas presentes en el medio."®

Tabla 11. Radiactividad obtenida en sobrenadante y pellet de una muestra de orina recogida luego de
1h de la inyeccion de NE-CK/CLPFFD*SPEI'®1 |3 cual se centrifugo a 16200RCF durante 10 minutos.

Animal Sobrenadante de orina Pellet de Orina %Cpm sobrenadante de
(Com) (Cpm) orina
1 33559 2774246,4 0,01195
2 47841,7 2822304,5 0,01667

Estos resultados dan cuenta de una posible remocion de NE por clearence renal. Y si
bien se ha descrito que este proceso es eficiente para aquellas NE con diametros menores
a 5,5nm,!""¥ también hay evidencia de NP de mayor tamafio que pueden ser eliminadas por
rindn, como nanoparticulas de diamante o nanotubos de carbono, lo cual da cuenta que la

eliminacion de NE como las estudiadas, de un didmetro promedio de 12nm también pueden
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ser eliminadas por esta via.'"”® " La marca detectada en el intestino da cuenta de una
doble eliminacion, no solo renal si no también por via biliar. Existen evidencias que la via
hepatica es también una ruta de excrecién de NE, la cual ocurre por medio del paso de NE
a través de los hepatocitos hacia la via de produccion biliar. En este sentido se ha descrito
que los hepatocitos también pueden fagocitar las NE en conjunto a las células de Kupffer,

indicando que la eliminacion de NE se puede dar por mas de una via.l'’”79!

= n N w w IS
a S a S s 1<)
L L L v
*
*
*

=)
L

% de radioactividad en sobrenadante
(4]

o

T T T T T T T T |
20 40 60 80 100 120 140 160 180

o

Tiempo (min)
Figura 50. Proporcion de radioactividad en sobrenadante ( respecto de la suma total de la seial del
pellet + sobrenadante) de una muestra de NE-CK/CLPFFD*SPBI'8F] Muestra incubada con plasma a
37°C.

De lo observado en las Figuras 5.6 y 5.7, el higado, el bazo y los pulmones, son los
organos con mayores niveles de radioactividad por gr de tejido. Niveles menores de
radioactividad se encuentran en la vejiga, intestino, riidn y sangre siendo los 6rganos de
menor acumulacién de marcaje radioactivo el pancreas, y el cerebro. De los datos
obtenidos se puede sefialar que los conjugados se acumulan en higado y bazo, como se ha
observado en los experimentos ex vivo, (seccion 5.1 y Figura 49) y como otros autores lo
han indicado.l®® 67 8 9. 189 5 cual se ha relacionado a la carga superficial negativa
expuesta por los conjugados que favorecen el reconocimiento de éstas por el SFM. Al
ingresar las NE-CK/CLPFFD*SFBI'"®fl |35 NE-CLPFFD, y posiblemente alguna otra NE-

péptido con caracteristicas similares, se uniran rapidamente a proteinas del plasma que las
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recubriran dandole una nueva identidad, definida por las proteinas que estaran unidas en la
superficie de las NpO conformando la CP. Esta CP puede influir en la biodistribucién asi
como en el reconocimiento por la superficie celular entre las cuales se espera algunas sean
opsoninas llevando a procesos de retencion por el SFM que conducen a una acumulacion
en higado y bazo consiguiendo una disminucion significativa de los niveles de NE en
circulacion.® %8l

Potenciar el uso de imagenologia in vivo por PET, puede ayudar a comprender los
fendmenos in vivo de las NpO asi como otros NM de una forma bastante poco invasiva y
muy sensible, permitiendo a su vez emplear menos animales necesarios que para los

estudios ex vivo

6.8.7 Determinacion de la capacidad de las NE-THRCLPFFD de cruzar la NHE.

Para este estudio se administré intraperitonealmente en diferentes ratas los conjugados
NE-THR-CLPFFD, NE-CLPFFD, NE-THR y NE y transcurridos diferentes tiempos post
inyeccion se sacrificaron los animales y se extrajeron los cerebros y otros 6rganos, como
higado, bazo, rifién, para asi por AAN determinar los niveles de oro."®

De los resultados analizados, la incorporacion de THR a CLPFFD y la posterior
conjugacion a las NE conlleva a un cambio en el perfil de los niveles de oro en el cerebro,
observandose un incremento en la concentracion de oro al cabo de 1h de la administracion
de NE-THRCLPFFD, niveles que se mantuvieron en cerebro por al menos un intervalo de
1h (entre 1h y 2h post inyeccion, ver Figura 51). Este intervalo de tiempo podria ser
adecuado para una posible terapia de irradiacién con microondas o radiacién laser para
propdsitos terapéuticos. Continuando con el analisis de los niveles de oro, se aprecia que al
cabo de 4 horas post inyeccion de NE-THRCLPFFD, los niveles de oro disminuyeron desde

aproximadamente 0,3ug en cerebro de rata a 0,11ug en cerebro de rata, y transcurrido 24
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horas los niveles son aun menores, 0,07ug en cerebro de rata, ver Tabla 12.
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Figura 51. Perfil de contenido de oro en el tiempo determinado en cerebros de ratas tratadas con NE;
NE-CLPFFD; NE-THR; NE-THRCLPFFD. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001.

Comparando la penetracién al cerebro in vivo de NE-THR respecto de NE-THRCLPFFD,
esta fue menor inclusive respecto de la observada para NE-CLPFFD, la razén de esto
podria deberse a la disposicidon del péptido lanzadera THR sobre la superficie de la NE que
al estar colocada en forma adyacente a la superficie de oro con lo que se impide el
reconocimiento por el receptor de transferrina disminuyéndose la internalizacion al sistema
nervioso central.*"

Por otra parte es importante mencionar que las NpO se depuran del cerebro por lo cual
puede plantearse un mecanismo clearence de NE, en donde la disminucion de los niveles
de oro desde el cerebro se deba a que las NE pasan desde el parénquima cerebral hacia el
LCR, exportandose asi desde el SNC hacia la circulacion tal como se describié en la

seccion 5.1.13450.171.172]
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Tabla 12. Contenido de oro en cerebro, determinacion del porcentaje de oro respecto de la dosis

inyectada luego de una administracion intraperitoneal en ratas.

Tiempo Contenido de oro
Muestra

(h) ug (SEM) ug/g de tejido (SEM) % DI
0.5 0.038 (*0.01) 0.02 (*0.007) 0,009 (*0,004)
1 0.117 (*0.05) 0.062 (*0.03) 0,029 (*0,013)
NE 2 0.049 (*0.02) 0.026 (*0.01) 0,021 (*0,004)
4 0.023 (*0.002) 0.012 (*0.001) 0,006 (*0,001)
24 0.028 (*0.015) 0.015 (*0.008) 0,007 (*0,026)
0.5 0.124 (*0.015) 0.065 (*0.009) 0,031 (*0,004)
1 0.11 (*0.07) 0.058 (*0.037) 0,028 (*0,017)
NE-CLPFFD 2 0.232 (*0.013) 0.122 (*0.007) 0,058 (*0,003)
4 0.01 (*0.002) 0.005 (*0.01) 0,003 (*0,001)
24 0.033 (*0.022) 0.017 (*0.011) 0,008 (*0,005)
0.5 0.067 (*0.023) 0.035 (*0.012) 0,017 (*0,006)
NE-THR* 1 0.083 (*0.038) 0.044 (*0.02) 0,021 (*0,01)
2 0.084 (*0.031) 0.044 (*0.02) 0,021 (*0,008)
0.5 0.081 (*0.006) 0.043 (*0.003) 0,02 (*0,004)
1 0.298 (*0.079) 0.157 (*0.042) 0,075 (*0,02)
NE-THRCLPFFD 2 0.306 (*0.21) 0.161 (*0.11) 0,077 (*0,05)
4 0.113 (*0.10) 0.059 (*0.054) 0,028 (*0,026)
24 0.067 (*0.02) 0.04 (*0.01) 0.017 (*0,005)

*NE-THR solo se estudi6 a los tiempos 0,5, 1 y 2 horas. Se empled un total de 3 animales por tiempo y

muestra

6.8.8 Localizaciéon de las NE-THRCLPFFD en cerebro.

Una de las interrogantes al estudiar si las NE llegan al cerebro es la de determinar si las
mismas se encuentran en el parénquima cerebral o en el endotelio de la BHE. Con el fin de
identificar la zona en donde se encuentran las NE-THRCLPFFD en el cerebro, los
conjugados fueron marcados con carboxifluoresceina (NE-THRCLPFFD(cf)) y se inyectaron
en ratas con el fin de localizar éstas en los tejidos por medio de microscopia de
fluorescencia. Luego de 2 horas de la inyeccion, las ratas fueron sacrificadas, perfundidas

intracardialmente con PBS, fijadas con paraformaldehido y sacrificadas para luego extraer
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sus cerebros. Una vez extraidos los mismos fueron divididos en cortes de 20um que fueron
realizados en serie, separandose intercaladamente cortes para evaluar fluorescencia y
cortes para hacer tincion de Nissl con el fin de identificar regiones en el cerebro. En la
Figura A11 (anexo) se observa la fluorescencia en varias regiones del cerebro siendo la
sefal en aquellos cortes de cerebros de ratas tratadas, mayor a la fluorescencia basal
detectada en ratas control, con lo cual esta fluorescencia puede atribuirse a las NpO. De
esta manera puede corroborarse que las mismas atraviesan la BHE. Ademas por medio de
estos estudios se descarta que pueda haber una acumulacion en capilares pertenecientes a
la BHE que puedan alterar los resultados posteriores de cuantificacion.®” En conjunto a lo
observado en la Figura A11(Anexo) la fluorescencia se observa difusa no ajustandose del
todo a lo esperado para las nanoparticulas marcadas (fluorescencia localizada en puntos
especificos de la célula debido a procesos de endocitosis). No pudiendo descartarse que
exista una posible separacion del marcaje de cf desde la superficie de NE en las células

endoteliales del cerebro y luego ser expulsado al tejido cerebral.**!

6.8.9 Distribucién de las NE-THRCLPFFD.

La evaluacion de los niveles de oro en otros érganos de las ratas tratadas con NE-
THRCLPFFD relacionados con el SFM, como el higado y el bazo, permite determinar el
comportamiento de las mismas in vivo. Debido a eso también se cuantificaron los niveles de
oro en higado (Tabla 13). A las 0,5h post inyeccién se observé una acumulacion del 38% de
la DI en higado y un 18% en bazo. Estos altos niveles se relacionan directamente con la
carga negativa y el tamano de la particula, que favorecen a la captacion por esos érganos,
como da cuenta Levchenko y cols.['®*"! Estos resultados concuerdan con los altos niveles
observados en las ratas tratadas con NE-CLPFFD y NE que también presentan carga

negativa. [ *°!
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Hipocampo

ki

Figura 52. Micrografias obtenidas por TEM de cortes de cerebro en las regiones de hipocampo y corteza
para la deteccion de NE-THRCLPFFD. preS indica el compartimento pre sinaptico; postS da cuenta del
compartimento post sinaptico, N es el nucleo celular, ne demarca el recubrimiento nuclear, np
corresponde a los poros nucleares, C es el citoplasma, ga el aparato de Golgi, er se refiere al reticulo
endoplasmico, mit a la mitocondria, mt corresponde los microtubulos y las flechas dan cuenta de las NE

identificadas.

Tabla 13. Perfil de acumulacion de oro en higado y bazo después de la administracion intraperitoneal de
NE-THRCLPFFD a ratas.

Organo Tiempo % DI
(h)

0,5 38,5

Higado 1 17,3

2 40,2

0,5 18,0

Bazo 1 2,7

2 3,5

6.8.10. Mejora en la llegada al cerebro de NpO-péptido pre-incubados con ApoE.

Segun las proteinas identificadas, posiblemente sea ApoE una de las proteinas que

contribuyan a aumentar la llegada al cerebro (objetivo 7). Asi para demostrar esta nueva
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hipotesis, se administraron intraperitonealmente a ratas AuNP-CLPFFD y AuNP-
THRCLPFFD marcados con AlexaFluo 750 con y sin incubar con ApoE. Posteriormente, se
determiné la florescencia ex vivo en cada caso y se cuantifico el oro en las muestras
obtenidas (metodologia detallada en el capitulo 3). En la Figura 53 se aprecian imagenes
obtenidas ex vivo de los cerebros obtenidos a partir de las ratas segun los diferentes
tratamientos, a tiempos de 2 y 24 horas. En las fotografias pueden apreciarse cambios en
los niveles de fluorescencia en los diferentes tratamientos con respecto a los controles en
los cuales solamente se inyectd el vehiculo de las nanoparticulas (solucién de citrato), la
Figura 54 da cuenta de los niveles de fluorescencia.

Complementariamente a los resultados de fluorescencia, se determinaron los niveles de
oro en el cerebro de ratas tratadas con NE-CLPFFD y NE-THRCLPFFD con y sin incubar

con ApoE por AAN, los cuales se visualizan en la Figura 55.
2horas 24horas
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Figura 53. Imagenes de Fluorescencia de cerebros extraidos a 2 y 24 horas post inyeccion
intraperitoneal de NE-CLPFFD; NE-THRCLPFFD y de NE-CLPFFD@ApoE; NE-THRCLPFFD@ApoE.

Las muestras fueron marcadas con el fluoréforo comercial Alexa fluor 750.

Como se aprecia en los resultados en las Figuras 65 y 66 existe una diferencia al
emplear ApoE sobre las NE estudiadas. Es posible indicar que el hecho de emplear ApoE

contribuye a mejorar la llegada de NE al cerebro, indicando a su vez que es posible
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modificar la CP. A partir de estos datos se puede indicar que es posible la capacidad de
poder modular la distribucion modificando la CP. Asi la CP es relevante y debe
considerarse al momento de disefiar nuevos farmacos basados en NM.

Cerebro 24h

Cerebro 2h ns ns

[l
Hhk ,

*

L
*kk L}

kK (E I ns i
o [ — | 2 ' !
[} ok [} x
g _ — 5 409 b—
& 25 —_ »é
o ®
) 204 ° 304
t: x ns
>
S 154 . 2 —
2 — 5 204
e 104 g
S S
5 o 5 104
3 3
© o
g 0-.? T T @ 0-
= & L &L = O L &L

SN SN ¥ - AN & &
& Q& &L { RS Q

& & L ¢ L& LK

< < < < < N

o 4 Qg_oV 3 & O

< N
& s <&

Figura 54. Determinacion de fluorescencia ex vivo. Comparativa de fluorescencia entre cerebros de ratas
con diferentes tratamientos y ratas control inyectadass con citrato. Intensidades obtenidas a las 2h y a
las 24h luego de la administracion (A y B, respectivamente). Numero de animales por experimento=3, se

grafica la desviacion estandar muestral, *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001.
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Figura 55. Determinacion de oro por activacién neutrénica ex vivo. Comparativa de niveles de oro entre
cerebros de ratas con diferentes tratamientos. A 2h y 24h luego de la administracion. Numero de
animales por experimento=3, se grafica la desviacion estandar muestral, *p<0,05; **p<0,001;
***p<0,0001.
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Al considerar este ultimo punto, sobre los resultados obtenidos in vivo posiblemente sea
una interacciéon diferencial con proteinas presentes en el plasma las responsables de
facilitar el transporte a través de la BHE determinado en ciertas NpO, lo cual da cuenta que
posiblemente la CP pueda estar implicada en nuevas vias de transporte a través de la BHE
mediada por receptores que inducen transcitosis para alguna de estas proteinas, como por
ejemplo receptores de LDL. Asi estos ultimos resultados permiten apoyar la hipotesis de
que el cruce de la BHE por las NpO-péptido esta mediado por la interacciéon con proteinas

del plasma como se planted inicialmente.l* %% 1%
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7. DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS.

La obtencion adecuada de NpO-péptidos conlleva a considerar la caracterizacién con
gran relevancia, asi, la sintesis de NpO, de péptidos y la posterior funcionalizacién se hace
crucial. Asi considerando los resultados obtenidos, se observa que los péptidos obtenidos
presentan una pureza superior al 95% y segun su masa corresponden al péptido deseado,
dicha pureza resulta adecuada para su posterior utilizacién en aplicaciones bioldgicas. Las
NpO obtenidas en paralelo se observaron por TEM, DLS y segun su RSP poseen una
dispersion de tamafio, carga y homogeneidad adecuada para los estudios posteriores. La
posterior conjugacion NpO-Péptidos fue demostrada bajo una serie de experimentos como
XPS, AAA, DLS, TEM, UV-vis, pot-Z, resultados que confirman la obtencion de estos
ultimos, los cuales presentan caracteristicas aptas para los ensayos biologicos. De estos
conjugados, a excepcion de NE-THRCLPFFD presentan diametros hidrodinamicos muy
similares. Mientras que las NV-CLPFFD por su parte presentan un DLS asociado a su
componente longitudinal. A su vez se aprecia que los valores de pot-Z para los conjugados
de NE son muy similares y diferentes a los obtenidos por NV.

Para el caso de las NE, posiblemente el recubrimiento de péptidos se da por el grado de
empaquetamiento que los péptidos puedan tener en la superficie. Aparentemente el
espaciador PEG favoreceria este empaquetamiento para la secuencia CLPFFD. Mientras
que el constructo de THRCLPFFD al disponerse en forma de Y, disminuye el grado de
funcionalizacion de la particula. Por su parte los datos de XPS indicarian que la
funcionalizacién es adecuada y el tipo de interaccion entre la superficie del oro y los
péptidos se debe posiblemente una reaccion con el grupo Tiol.

Empleando estos conjugados, in vitro se aprecia que las NpO se mantienen estables
luego de incubarlas en plasma observandose un desplazamiento del maximo de

absorbancia dado por la RSP en los espectros UV-vis asi como las imagenes TEM vy los
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datos obtenidos por DLS indicarian un efecto sobre la superficie de las NpO, no atribuible a
agregaciones y posiblemente dados por la formacion de la CP.

Las NE funcionalizadas son compuestos que presentan un comportamiento adecuado in
vitro en células, no muestran toxicidad aparente en los ensayos de toxicidad llevados a
cabo, dando cuenta que dichas NE no son toxicas en el rango de concentraciones
ensayadas. En el caso de las NV estudiadas, es posible disminuir la toxicidad, la cual esta
relacionada con la presencia de CTAB. El CTAB puede eliminarse luego funcionalizar las
NV con péptidos sin que se pierda estabilidad coloidal.

Entre los ensayos in vitro, aquellos ensayos preliminares de incubacién de NpO con
proteinas como APB y albuminaa, dan cuenta de efectos de las mismas, en interacciones,
actividad y también en conformacion, dando cuenta de cambios que pueden tener
repercusion y que deben ser considerados junto a muchos otros cambios que pueden
presentar las proteinas que interactuen con las NpO en el organismo. Se hace importante
considerar dichos cambios que pueden tener repercusiones a largo plazo por el empleo de
NpO.

Si bien las NpO estudiadas en el desarrollo de esta tesis, se obtuvieron sin observarse
efectos no deseados a nivel celular no deben descartarse otros efectos a nivel molecular,
como por ejemplo a nivel de la actividad de proteinas o enzimas, por cambios
conformacionales que puedan tener repercusion en la actividad proteica.

Dado que la hipotesis plantea que modificaciones sobre la superficie de las NpO puede
llevar a patrones diferenciales de la CP que afecten a la distribucion, al analizar los
resultados, es interesante destacar que al evaluar los geles bidimensionales, la primera
observacidon es que la totalidad de los conjugados se unieron a las proteinas mayoritarias
del plasma, obteniéndose un patron de bandeo muy robusto entre los mismos, por lo cual

posiblemente estas interacciones solo son inespecificas y no se dan segun las propiedades
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de las NpO y claramente muchas de estas interacciones inespecificas sobre las NE
empleadas in vivo, dan cuenta de la explicacién de la gran acumulacién de las mismas en
6rganos como el higado y el bazo, asi proteinas como opsoninas (lg, proteinas del
complemento, fibrinbgeno) se relacionan con la acumulacion observada en érganos no
deseados como higado y bazo. Sin embargo, se debe considerar otras interacciones con
proteinas como las ApoE, que interesantemente se detectan en las muestras de NE-
THRCLPFFD, NV-CLPFFD y en una menor proporciéon en NE-CLPFFD, posiblemente sean
candidatos para conseguir que estas NpO penetren la BHE por receptores como LRP1
favorecidas por la ApoE. Otra proteina interesante es la albuminaa, si bien la cantidad de
dicha proteina unida a los conjugados es muy baja, no lo es en aquellas NE-THRCLPFFD.
Asi, posiblemente la mayor penetracion al cerebro observada en los estudios de
biodistribucion se deba también al recubrimiento con esta proteina.

Dados los estudios in vivo considerados en el objetivo 8, es destacable considerar como
es posible lograr que las NE lleguen al cerebro al modificar su superficie. De los resultados
expuestos, las modificaciones como CLPFFD, permiten mejoras respecto de las NE para
llegar al cerebro. Asimismo, la incorporacion de la secuencia THR, permite aumentar los
niveles de NE en cerebro, dando cuenta de las posibilidades que las mismas presentan.

Los estudios con NE-CK/CLPFFD SPBl'8F1 permiten dar cuenta de las potencialidades de
las NE para ser multifuncionalizadas, la capacidad que estas poseen para estudios in vivo
en diagnostico. En este contexto también es importante mencionar que las NE se pueden
excretar tanto por via renal como biliar. Sin embargo, hay que considerar que la sefial del
marcador radiactivo (SFB[18F]) que una cierta cantidad de marcaje puede ser removida
desde la superficie de las NE, indicando que pueden existir cinéticas de intercambio de
moléculas en la superficie de las NE

Al analizar los datos de las interacciones con proteinas del plasma del objetivo 7 es
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posible dar cuenta de lo evaluado anteriormente in vivo, indicando los efectos de las
interacciones sobre el destino que las NpO pueden tener en el organismo. Por medio de
este tipo de estudios es posible predecir el destino de aquellas NpO con similitudes. Asi, al
realizar una comparacién de los geles en 2D se pudo apreciar un bandeo similar de
proteinas totales para aquellos conjugados que presentan la secuencia LPFFD, lo cual
puede indicar que esta secuencia podria estar relacionada con determinadas interacciones
que pueden predecir el destino in vivo.

En relacion a la hipdtesis, la ultima parte del desarrollo del objetivo 8 se centr6 en
demostrar como es posible modificar la CP, y de esta manera afectar la distribucién
mejorando considerablemente los niveles de NpO en cerebro. De esta manera se demostro
que pequenos cambios sobre la CP conducen a cambios importantes en la distribucion de
las NpO, lo cual abre las puertas a nuevos estudios que permitan modular la CP
considerando nuevas aplicaciones farmacéuticas. Esto ultimo también se complementa con
el efecto que tiene ApoE de mejorar la llegada de las NpO al cerebro. Dado dichos
resultados, el plantear la posibilidad de conseguir favorecer ciertas interacciones, y
disminuir otras para mejorar la entrega de las NE al cerebro puede ser una estrategia
interesante para mejorar la llegada de NM al cerebro.

Entre las diferentes consideraciones que se deben tener en cuenta al momento del
disefio de una molécula con aplicacién biomédica, es necesario conocer las limitaciones de
las mismas. Una consideracién es la limitacién de concentracion a la cual se puede trabajar
con las NE. Existen concentraciones criticas a las cuales las NE podrian agregarse, por
pérdida de estabilidad. Se debe considerar que la carga que de alguna forma mantiene a
las NE estables en solucion lo que puede llevar consigo a cambios no esperados in vivo, en
donde las interacciones con biomoléculas se vuelven mas complejas. En este sentido el

recubrimiento de NpO con péptidos como CLPFFD, cf-CLPFFD, THR-CLPFFD, llevan
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consigo cambios en las propiedades fisicoquimicas de las mismas como por ejemplo un

cambios en los valores de pot-Z.%"

Es sabido que las NE (funcionalizadas o sin
funcionalizar) forman complejos con proteinas y moléculas bioldgicas, permaneciendo
estables en medios bioldgicos como por ejemplo en plasma, pero esto lleva consigo a una
nueva entidad que no se sabe cual sera su comportamiento o su efecto sobre la
biodistribucion. En gran parte la CP es la responsable de la distribucion, como por ejemplo
en el caso de las opsoninas que llevan a una acumulacién en higado y bazo y eso puede
ser atribuido al recubrimiento con las mencionadas opsoninas que reconocen cargas
negativas, como es el caso de las NE. Asimismo, otras proteinas que puedan interaccionar
con NE pueden favorecer la entrega de estas a otros érganos como es el caso de las
interacciones con especies anfipaticas como las apolipoproteinas, como por ejemplo ApoB
y ApoE presentes en la sangre, mediando asi el reconocimiento de receptores de
lipoproteinas, lo cual puede favorecer mecanismos de transcitosis a través de barreras
como la BHE. Considerando que CLPFFD es anfipatico, puede favorecer este tipo de
interacciones que pueden llevar a mejorar el paso de la BHE respecto de las NE. Otras
proteinas que pueden ser reconocidas por receptores que median la transcitosis mediada
por receptores son la transferrina, la insulina, y también otras proteinas como albumina que
pueden inducir otro tipo de transcitosis. Saber que las NE interaccionan con proteinas del
plasma abre muchas posibilidades para comprender la distribucién de las mismas.'%® 182

Si bien CLPFFD se menciona que puede ser reconocido por el receptor RAGE, tal vez
esté involucrado en permitir que NE-CLPFFD cruce la BHE en mayor proporcién respecto a
las NE,"®*%|o cual debe ser probado en futuros trabajos. Sin embargo, dados los resultados
obtenidos, es mas probable que sea la interaccidn con proteinas del plasma las que

contribuyan en gran medida a cruzar la BHE.

Otra consideracién no menor, es el efecto de eflujo de la BHE, dado principalmente por
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el transporte relacionado al transportador de glicoproteina-P (P-gp), el cual esta
constantemente previniendo la acumulacién significativa de sustancias ajenas al cerebro.
Por lo cual es valido considerar para estudios posteriores, el emplear estrategias
quimioterapéuticas para prevenir el reconocimiento de las NpO por P-gp, posiblemente los
péptidos evaluados en estos estudios actiuen evitando el efecto eflujo que si puede
presentar la NE sin funcionalizar. O quiza dicho eflujo sea inducido y esa sea una de las
razones por la cual no hubo mayor acumulacion en cerebro. A futuro sera necesario evaluar
este tipo de interacciones y proponer estrategias como emplear polisorbato 80, que
permitan evitar estos posibles eflujos no deseados.!'?* 183180l

Si bien los resultados expuestos dan un indicio de que una pequefna cantidad de NpO a
nivel del cerebro, enfermedades como la EA en estadios mas avanzados presentan
comportamientos inflamatorios, lo que lleva a una vascularizaciéon del cerebro algo mas
permisiva, contexto en donde posiblemente exista un mayor ingreso de NpO al cerebro lo
que posiblemente permitira un mejor acceso para una posible terapia empleando NM.!"®"!

Se espera a futuro poder predecir el comportamiento in vivo que puedan tener los
diferentes NM, en este caso NpO con diferentes moléculas en superficie y asi segun el tipo
de interaccion con las proteinas plasmaticas explicar su farmacocinética. Asimismo, se
propone como una posibilidad para nuevos estudios desarrollar estrategias para controlar
estas interacciones segun el blanco terapéutico deseado. Para lo cual es necesario plantear
la posibilidad de favorecer ciertas interacciones, y disminuir otras para mejorar la entrega de
las nanoparticulas selectivamente hacia el blanco terapéutico deseado. A estos estudios
resultaran complementarios otros estudios biofisicos que se lleven a cabo con modelos de
membrana y paralelamente con la evaluaciéon de la interaccion con la CP lo que

paralelamente contribuira a explicar el comportamiento de las NpO in vivo.
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A partir de los datos obtenidos la interaccidon inespecifica con ApoE puede mejorar la
penetracion al cerebro y posiblemente otras proteinas como albuminaa, estén implicadas en
otras vias para mejorar su llegada al cerebro. Por lo mismo resultara interesante evaluar el
comportamiento de las NpO incubada con esta u otras proteinas in vivo, para determinar
otras interacciones que pueden favorecer la llegada al cerebro.

A su vez resultara interesante analizar si existe alguna estrategia que permita disminuir
las interacciones que pueden traer consigo repercusiones negativas, como por ejemplo el

recubrimiento con PEG de alto peso molecular.

8. CONCLUSIONES GENERALES.

Los péptidos obtenidos presentan una pureza superior al 95% tal como se determiné por
HPLC confirmadose su identidad por Espectrometria de Masas MALDI-TOF/MS y ES-
MS/HPLC

-Se obtuvieron NE y NV con un tamafo y relacién de aspecto deseados, como se
aprecia al evaluar la sefial dada por la resonancia de plasmon superficial, las imagenes
TEM y los datos de DLS.

-Las NE y NV funcionalizadas con los péptidos son estables en diferentes medios.

-Para todas las NpO estudiadas se forma la corona de proteinas que contribuye a
estabilizar las NpO.

-Para las NE no se observan efectos sobre la viabilidad celular a las dosis ensayadas.

-La funcionalizacion de NV con péptidos aumenta la estabilidad de las mismas
reduciendo los niveles de CTAB vy los efectos sobre la viabilidad celular.

-Se observan pocos efectos sobre la estructura secundaria de la Albumina en presencia

de NpO-péptido, Sin embargo, el cambio en la elipticidad observado en la albiumina en
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presencia de NE y NV podria atribuirse a la quemisorcion de la Cys34 presente en la
Albumina sobre la superficie de las NpO. Por lo cual el recubrimiento con péptidos podria
estar disminuyendo los efectos sobre la estructura de las proteinas.

-Existe una alta acumulacion en higado y bazo, lo cual se debe al Sistema fagocitico
mononuclear debido al recubrimiento con proteinas como Inmunoglobulinas y proteinas del
complemento.

-Las NE-CLPFFD llegan al cerebro, lo que puede deberse a receptores que median la
transcitosis a través de la BHE como el receptor RAGE o al recubrimiento con proteinas
como ApoE, Albumina, transferrina que favorecen la transcitosis a través de la BHE.

-La incorporacion de la secuencia THR a LPFFD permite una mayor permanencia de las
NE en cerebro lo cual puede representar una ventaja para una aplicacion terapeutica.

-Es posible mejorar la llegada de NE al cerebro luego de incubar estas con ApoE. Por lo
que se demostré que es posible modificar dicha corona de proteinas y asi modificar la
distribucién de NpO

-En relacion a lo determinado en los estudios llevados a cabo en el desarrollo de esta
tesis, el recubrimiento de las NpO con péptidos, conduce a cambios que permiten una
mayor estabilidad, disminuir potenciales efectos citotoxicos y mejorar la biocompatibilizacion
de los mismos.

-La composicién de la corona de proteinas esta ligada al comportamiento de las NpO in
vivo, promoviendo la acumulacion en higado, bazo y otros érganos como cerebro, lo que
permitiria el disefio de nuevas estrategias para modular su distribucién.

-La modificacion de la corona de NpO con proteinas como ApoE conduce a un aumento
de la llegada de las NpO al cerebro lo que representa una herramienta para posibles

aplicaciones farmacéuticas.
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10. ANEXOS:

Figura A1. Cromatograma HPLC para los péptidos CLPFFD; CALNNLPFFD; CpegLPFFD; CALNN;
Cpeg; THRPPMWSPVWPCLPFFD. Realizado en un gradiente 5% a 100% de B en A donde B: ACN con
0,036% de TFA y A: agua con 0,045% de TFA. Tiempo del gradiente: 8 minutos, flujo: 1,2 ml/minuto,

columna C18 a temperatura ambiente, inyeccion 4 yL. A de deteccion 220nm.
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Figura A2. Caracterizacion por masa de CLPFFD, peso molecular tedrico 739,873g/mol A) Espectro
MALDI-TOF del péptido CLPFFD. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzoéico (DHB) a una concentracion de
10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% v/v (1:2); [M+Na']* 762,2479 y [M+K']* 778,2223 B) Espectro ES-
MS del péptido CLPFFD; M+1/Z 740,4 y M+2/2Z 371,2

152



% Intensity

1174.4971

CALNNLPPFFD

100
JOA
B0
70
60
50
©
° g
S
8
30 “:g
<
8
20 < o
o 8 < _ o . ] 0
Bk, g2 5 g &8 N s 8
L Patv i m /Z
650 820 990 1160 1330 1500
100+ B 2.34e6
115253
1153.55
142.00
<
1154.49
143.02
524.24576 77 1155.51
201.04 7.18 629.30
20.88 1156.59
o il L] fz o 20011 0218 \llL{ .u‘ ml\(sazzg 7‘”"26;69'49 87340 20798 102061 JO7758 1902.58)%07" 14412 miz
! t t 1 1 ! 1 T 1 { T 1 T T T T T v T T 7 g ; T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura A3. Caracterizacion por masa de CALNNLPFFD, peso molecular tedrico 1152.318g/mol A)
Espectro MALDI-TOF del péptido CALNNLPFFD. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzéico (DHB) a una
concentracién de 10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% viv (1:2); [M+Na'l" 1174,497 y [M+K']"
1190,4796 B) Espectro ES-MS del péptido CALNNLPFFD. M+1/Z 1152,5 y M+2/2Z 576,8
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Figura A4. Caracterizacion por masa de CpegLPFFD, peso molecular tedrico 1041.973g/mol A) Espectro
MALDI-TOF del péptido CpegLPFFD. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzoéico (DHB) a una concentracion de
10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% viv (1:2); [M+H']" 1042,5735, [M+Na']" 1064,5360 y [M+K']"
1080,5157 B) Espectro ES-MS del péptido CpegLPFFD. M+1/Z 1042,5 y M+2/2Z 522
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Figura A5. Caracterizacion por masa de CALNN, peso molecular tedrico 532.603g/mol A) Espectro
MALDI-TOF del péptido CALNN. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzéico (DHB) a una concentracion de
10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% viv (1:2); [M+H']" 533,2823 [M+Na']" 555,2576 y [M+K']"
571,2569 B) Espectro ES-MS del péptido CALNN. M+1/Z 533,2
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Figura A6. Caracterizacion por masa de Cpeg, peso molecular tedrico 422,157g/mol A) Espectro MALDI-
TOF del péptido Cpeg. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzoico (DHB) a una concentracion de 10mg/mL en
ACN(/acido férmico 0,1% v/v (1:2); [M+H']" 423,249 [M+Na']" 445,2362 y [M+K']" 463,241 B) Espectro
ES-MS del péptido Cpeg. M+1/Z 423,2, M+2/2Z 212,2, M+3/3Z 142,1 y posiblemente un dimero
2M+1/Z 845,4
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Figura A7. Caracterizacion por masa de THRPPMWSPVWPCLPFFD, peso molecular teérico 2212,603g/mol
A) Espectro MALDI-TOF del péptido Cpeg. Matriz de acido 2,5-dihidrobenzéico (DHB) a una concentracion
de 10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% viv (1:2); [M+H']" 2212,264 [M+Na']" 2235,2764 y [M+K'"

2250,2456 B) Espectro ES-MS del péptido Cpeg. M+1/Z 2213,5, M+2/2Z 1107,3 y M+3/3Z 738,7
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Figura A8. Cromatograma HPLC para el péptido CK. Realizado en un gradiente 0% a 100% de B en A
donde B: ACN con 0,036% de TFA y A: agua con 0,045% de TFA. Tiempo del gradiente: 8 minutos, flujo:

1,2 ml/minuto, columna C18 a temperatura ambiente, inyeccion 4 L. A de deteccion 220nm.
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Figura A9. Caracterizacion por masa de CK, masa molecular teérica 248.331g/mol. Matriz de acido 2,5-

dihidrobenzdico (DHB) a una concentracion de 10mg/mL en ACN/acido férmico 0,1% v/v (1:2); [M+H]

249,143.
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Figura A10: Proteinas separadas de la superficie de las NpO-péptido vistas por Geles en 1D SDS-
Page. Gel de poliacrilamida al 10% y marcado con plata, las muestras corresponden a las proteinas

cuantificadas y cargadas a 20ug por muestra.

Tincién de Nissl Control 2 horas post inyeccion
NE-THR-CLPFFD(cf)

Figura A11. Localizacion de NE-THRCLPFFD(cf) en cortes de cerebros de ratas tratadas
intraperitonealmente con NpO-péptido. El cerebro fue seccionado en cortes de 20mm, las areas del

cerebro fueron identificadas por tincion de Nissl.
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Tabla A1: Proteinas y subunidades proteicas identificadas a partir de una muestra de proteinas
totales desde las proteinas separadas de la CP por LC-MS/MS, los valores corresponden al
entregado por el programa MASCOT, correspondientes en cada caso a la mayor probabilidad
obtenida a partir de los fragmentos que pudieron ser identificados para dicha proteina.

Descripcién NE NE-CLPFFD NE-THRCLPFF NV-CLPFFD NV-CTAB

Alcohol dehydrogenase 1B 52,59

Alpha-1-acid glycoprotein 71,05
Alpha-1-antitrypsin 232,72 85,62 200,95
Alpha-actinin-1 95,12 70,06

Apolipoprotein A-l 197,85 391,58 236,6 112417
Apolipoprotein A-ll 210,22 72,7 88,92 410,04
Apolipoprotein A-IV 256,45
Apolipoprotein B-100 316,28 72,55 1309,12
Apolipoprotein C-I 48,22
Apolipoprotein C-II 31,43 358,88
Apolipoprotein C-IlI 63,28 51,19 1174,79
Apolipoprotein D 52,11
Apolipoprotein E 656,91 44512 681,25 931,34
Apolipoprotein F 124,21
Apolipoprotein M 90,45
Beta-2-glycoprotein 1 24,89 58,39 70,54 40,44
Beta-parvin 125,05

C4b-binding protein alpha chain 366,42 114,67 131,65

Ceruloplasmin 94,4 29
Clusterin 147,42 187,13 149,3 402,4
Coagulation factor V 120,55 370,13

Coagulation factor XI| 152,21

Complement C1q subcomponent subunit A 33,92

Complement C1q subcomponent subunit B 186,6

Complement C1q subcomponent subunit C 51,77 72,87

Complement C1r subcomponent 102,02 137,44

Complement C1s subcomponent 169,89 90,49 232,96

Complement C3 133,5 107,73 389,47 98,09 326,56
Complement C4-A 1011,73 381,65 372,11 299,57 476,43
Complement C4-B 373,55 421,23 1104,84

Complement factor H 135,31 222,38 511,85 340,37
Complement factor H-related protein 1 60,92 147,08

160




Erythrocyte band 7 integral membrane protein 36,52 51,26

Fibrinogen alpha chain 108,14 89,48 59,78 120,74
Fibrinogen beta chain 45,98 156,3 124,49 111,96
Fibrinogen gamma chain 154,41 229,4 77,75 35,67 98,55
Fibulin-1 117,18 79,37

Filamin-A 30,49

Galectin-3-binding protein 125,54
Gelsolin 53,75

Haptoglobin 139,96
Hemopexin 80,72
Histidine-rich glycoprotein 140,99 420,02 1075,81 111,01
HLA class | histocompatibility antigen, B-58 alpha chain 98,34 109,21

Hyaluronan-binding protein 2 30,73
Ig alpha-1 chain C region 86,6 51,32 266,02
Ig gamma-1 chain C region 104,05 207,61 239,13 63,91 383,53
Ig gamma-2 chain C region 108,4

lg gamma-3 chain C region 174,95 145 104,99 278,02
|g gamma-4 chain C region 221,35
Ig heavy chain V-IIl region BRO 147,5

Ig kappa chain C region 196,25 216,26 482,43 78,39 717,18
Ig kappa chain V-IIl region B6 80,64

Ig kappa chain V-l region HAH 77,97

Ig kappa chain V-Ill region SIE 122,9

Ig lambda-1 chain C regions 46,05 194,31 138,91

Ig lambda-2 chain C regions 101,19 199,01 462,99
Ig lambda-6 chain C region 127,56 223,39

Ig mu chain C region 338,1 273,31 93,6
Ig mu heavy chain disease protein 78,01 47,47

:gsﬁgr;-ﬂlgirﬁ{owth factor-binding protein complex acid 98,2 79,35

Integrin alpha-llb 119,41 365,13 386,41 139,98

Integrin beta-3 47,76 45,53

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 48,12

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 80,67 120,31
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 199,65 466,92 393,75

Keratin, type | cytoskeletal 10 94,76

Keratin, type | cytoskeletal 9 78,77 38,87
Keratin, type Il cytoskeletal 1 90,24 61,84 84,65 113,58 144,05
Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal 75,82

Keratin, type Il cytoskeletal 75 122,39

Kininogen-1 96,61
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Lipopolysaccharide-binding protein

73,22

Lumican 76,55
Multimerin-1 22,7 38,89

Myosin-9 199,13 104,94 113,68

Plasma kallikrein 52,72

Plasma protease C1 inhibitor 74,13

Plasminogen 40,15 183,71 319,1
Platelet basic protein 221

Platelet factor 4 70,77 36,59
Platelet glycoprotein 4 60,83

POTE ankyrin domain family member E 80,52 93,31

POTE ankyrin domain family member F 119,91

POTE ankyrin domain family member J 29,66

Prothrombin 33,39
Ras-related protein Rap-1b-like protein 63,22 88,77 93,45
Retinol-binding protein 4 45,15 127,74
Serotransferrin 134,56 607,8 456,89 304,56 508,94
Serum albumina 298,05 922,04 733,6 803,46 2159,5
Talin-1 79 113,6 72,82
Thrombospondin-1 54,98 61,6

Transthyretin 38,62 75,93 493,67
Tubulin alpha-1C chain 83,15

Tubulin beta-1 chain 51,23

Tubulin beta-2A chain 48,92 41,69

Vitamin K-dependent protein S 130,62 56,94 117,13

Vitronectin 137,56 86,53 502,26 120,62 249,87
von Willebrand factor 51,77
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