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Resumen

En la actualidad existe gran interés en el uso de nanoparticulas esféricas de oro
(NPAu) para aplicaciones biomédicas. Estas presentan propiedades o6pticas que
permiten la absorcion y disipacion de energia de manera local en forma de calor luego
de ser irradiadas, lo que puede ser utilizado para destruir células tumorales o disolver
agregados téxicos proteicos de B-amiloide (ATAB) involucrados en la enfermedad de
Alzheimer (EA). En nuestro laboratorio se conjugaron las NPAu con el péptido
CLPFFD-NH, el cual reconoce a estos ATAB, formando el conjugado NPAu-CLPFFD.
Estos agregados pueden ser disueltos en presencia de este conjugado mediante la
aplicacion de microondas de baja potencia, reduciéndose su toxicidad. No obstante, el
conjugado NPAu-CLPFFD atraviesa la barrera hemato-encefalica (BHE) en baja
proporcion con respecto a la dosis administrada. El enfoque principal de este estudio
fue recubrir el conjugado NPAu-CLPFFD con copolimeros de caracter anfifilico como
los poloxameros (Pluronic®) para facilitar el pasaje a través de la BHE. Estos
copolimeros han demostrado tener la capacidad tanto de inhibir transportadores de
eflujo expresados en distintos tipos de células como también de modificar la fluidez de
modelos de membranas. En este estudio se emplearon tres copolimeros los cuales
difieren en sus propiedades estructurales: Pluronic® P85, F127 y L121, siendo sus

balances hidrofilico-lipofilico (sigla en inglés HLB): 16, 22 y 1, respectivamente.

Los nanocompositos se caracterizaron mediante espectrofotometria de absorcion
molecular, dispersién dinamica de la luz (sigla en inglés DLS), potencial zeta,
microscopia electrénica de transmision (sigla en inglés TEM) y termogravimetria. Se
evalué ademas in vitro las alteraciones en la estabilidad y permeabilidad de modelos
de membranas debido a la interaccién con los nanocompdsitos, y la capacidad de
estos de difundir pasivamente mediante el ensayo de permeabilidad de membrana
artificial en paralelo (sigla en inglés PAMPA). Asi, se logré determinar que estos
nanocompdsitos son capaces de modificar la estabilidad y permeabilidad de los
modelos de membrana biol6gica, posiblemente debido a cambios en su organizacion.
A pesar de esto, ninguno fue capaz de mejorar el traspaso mediante difusion pasiva de

NPAuU a través del modelo de membrana en el PAMPA.
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Summary

Spherical gold nanoparticles conjugated with the CLPFFD-NH, peptide coated

with poloxamers to improve the penetration through biological membranes.

Nowadays, there exists a great interest in the use of spherical gold nanoparticles
(NPAu) for biomedical applications. NPAu have optical properties that allow the
absorption and local dissipation of energy in the form of heating after being irradiated,
which can be used to destroy tumoral cells or dissolve ammiloid-B toxic protein
aggregates (ATAR) that are involved in the Alzheimer disease (EA). In our laboratory,
NPAu were conjugated with the CLPFFD-NH, peptide which recognizes ATAR, forming
the NPAu-CLPFFD conjugate. These aggregates can be dissolved in the presence of
NPAu-CLPFFD through the application of weak microwaves fields, decreasing their
toxicity. However, the NPAu-CLPFFD conjugate crosses the blood brain barrier (BHE)
in very small proportion with respect to the dose injected. The main focus of this study
was the coating of NPAu-CLPFFD by amphiphilic polymers such as poloxamers
(Pluronics®) to facilitate the cross throughout the BHE. These copolymers have
demonstrated the capacity to inhibit efflux transporter expressed in different types of
cells and also modify the fluidity of model membranes. In this study, three copolymers
were used which differ in their structural properties: Pluronic® P85, F127 y L121, where
their hydrophilic lipophilic balances (HLB) are 16, 22 and 1, respectively.

The nanocomposites were characterized through  molecular absorption
spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS), zeta potential, transmission
electronic microscopy (TEM) and thermogravimetry. Also, changes in the stability and
permeability of membrane models due to the interaction with nanocomposites, and the
capacity of these to cross passively through the parallel artificial membrane
permeability assay (PAMPA), were evaluated in vitro. In this way, it was determined
that these nanocomposites are capable of modify biological membrane model stability
and permeability possibly due to changes in their organization. Despite this, these
systems were not capable to improve the cross of NPAu through passive diffusion in
the PAMPA.
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Introduccion



1.1 La nanotecnologiay su importancia en la biomedicina

La nanotecnologia es un campo emergente que ofrece un enorme potencial para el
desarrollo de terapias y metodologias de diagndstico. Esta es una disciplina de las
ciencias aplicadas dedicada al control de la materia a escala nanométrica, a través del
uso de materiales cuyas dimensiones oscilan entre 1 y 100 nandmetros, los que se
denominan nanomateriales.* Esta &rea de la ciencia busca manipular la materia, 4tomo
por atomo, permitiendo actuar con una precisibn nanométrica, siendo ésta la escala
relevante para la manipulacién y caracterizaciéon de biomoléculas y células a nivel
individual. El prefijo “nano” indica una unidad de medida (la mil millonésima parte de un
milimetro), por ello la nanotecnologia se caracteriza por ser un campo multidisciplinario
cohesionado exclusivamente por la escala de la materia con la que se trabaja.? En
particular, la nanotecnologia comprende el estudio, disefio, sintesis, manipulacion
controlada y aplicacién de sustancias, materiales, dispositivos y sistemas funcionales.
Indudablemente los avances en la nanotecnologia han contribuido al desarrollo de
diferentes herramientas en variados campos de la ciencia, especialmente en el area de
la medicina, donde el uso de nanoparticulas ha ido en aumento con importantes
aplicaciones tanto en diagndstico como en terapia.®* El término nanoparticula
representa a todas aquellas particulas, independiente de su composicion (metales,
polimeros, liposomas, entre otros), cuyo tamafio es inferior a 1 um. Incluso pueden
llegar a medir unos pocos nanémetros, lo cual las sitla en dimensiones que pueden
ser mas pequefias que las células (10-100 pm), los virus (20-450 nm), las proteinas (5-
50 nm), el diametro de un eritrocito (10.000 nm), el de una bacteria (1.000nm) o el
largo de una molécula de acido desoxirribonucleico (2 nm de ancho por 10-100 nm de
largo). Esta propiedad hace que las nanoparticulas puedan interactuar con entidades
biol6gicas de interés y si son conjugadas a moléculas especificas, pueden incluso ser

dirigidas a blancos especificos de manera tal de regular su accion.
1.2 Nanoparticulas metélicas (NPM) para aplicaciones biomédicas

Actualmente, las lineas de investigacion de nuestro laboratorio estan enfocadas
principalmente en la aplicacion de nanoparticulas de oro, tanto en forma de NPAu

como de nanobarras de oro. Estas NPM tienen prometedoras aplicaciones en relacion



a la entrega de farmacos, como también en el diagnéstico y tratamiento de diversas
patologias como céancer y enfermedades neurodegenerativas.” Estas NPM pueden
portar gran cantidad de farmacos, por lo cual pueden ser utilizadas actualmente para la
entrega de farmacos de bajo peso molecular y biomoléculas mas grandes como
péptidos, anticuerpos o genes.®® Su pequefio tamafio les confiere la capacidad de
difundir a través de barreras biologicas y penetrar en células por distintos mecanismos.
Se ha observado que pueden acumularse en grandes cantidades, preferentemente en
los tejidos tumorales en relacion a los tejidos sanos, lo cual es debido al efecto de
incremento en la permeacion y retencion que se da en los tumores, debido a
irregularidades en el endotelio vascular.’ Esta irregularidad comprende un aumento en
le permeabilidad de la vasculatura del tumor, lo que conlleva a una mayor
extravasacion y acumulacion de NPM en dicho tejido.’ Por otro lado, estas NPM
pueden ser usadas en la construccién de biosensores, en fotocatdlisis y para la
preparacion de materiales fotoelectroquimicos y, en el campo de la biomedicina, se han
implementado en imagenologia, en pruebas de diagnéstico y en procesos de
regulacién intracelular y terapia antiinflamatoria.’® Ademas, las NPAu pueden ser
funcionalizadas con moléculas que contengan un grupo tiol, el cual es capaz de
quimisorberse sobre la superficie de éstas, formando un enlace estable S-Au.
Asimismo, la superficie de oro muestra algun grado de afinidad por grupos amino,

fosfito y bisulfito.®

Particularmente, las NPAu presentan una amplia variedad de caracteristicas que las
hacen adecuadas para aplicaciones en biomedicina, como su sencilla preparacion,
estabilidad, capacidad de incorporar componentes secundarios y principalmente el
poseer propiedades O6pticas, electrénicas y estructurales especiales. Estas ulltimas
estan directamente relacionadas con su tamafio nanomeétrico, las cuales no se dan en
los materiales a nivel macrométrico. Las NPAu al interaccionar con un campo
electromagnético generan una oscilaciébn coherente (misma frecuencia), entre los
electrones de la banda de conduccién del metal y la radiaciébn electromagnética
incidente. Esta oscilacion es conocida como el fendmeno de resonancia plasmoénica de
superficie (RPS),'* que da origen a una intensa banda de absorcion detectable

mediante espectrofotometria UV-Vis en la zona visible (figura 1.1). Al interaccionar un



campo electromagnético con la NPAu, ésta se polariza generando oscilaciones del tipo
dipolar y/o multipolar.> El méximo de absorbancia de la RPS es dependiente del
tamafio de la NPAu. Asi en NPAu con didmetros mayores a 20 nm se genera un
desplazamiento hacia mayores longitudes de onda (A) en la banda de absorcion. Esto
se debe principalmente a que las NPAu de mayor tamafio no pueden polarizarse
homogéneamente. Para este tipo de NPAu el fenbmeno de dispersién es importante,
siendo parte del proceso de extincion de la luz que puede ser utilizado para generar
contraste en imagenologia, lo cual puede aplicarse en diagnéstico por imagen.*? Para
NPAu de didmetro menor a los 20 nm el maximo de absorbancia también se ve
afectado por el tamafio de la NPAu. A medida que disminuye el tamafio de la NPAuU, la
absorcion de la RPS sufre un desplazamiento hacia menores A 1% En resumen, la
RPS depende de la forma de las NPAu, del tamafio, composicion y también de las

propiedades del medio que las rodea.'**>*°

lE +++f\_++
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Figura 1.1: Esquema de la interaccion de la radiacién electromagnética con una NPAu. Un dipolo inducido

oscila en fase con el campo eléctrico de la luz incidente. Extraido de la referencia 12.

Ademas de las propiedades radiativas de las NPAu, de diferentes formas y tamafios,
estas poseen propiedades no radiativas. La radiacion absorbida por las NPAu es
liberada rapidamente como energia en forma de calor, debido a la perdida de fase de
la excitacidn coherente, provocando un incremento en la temperatura (T° de manera
localizada.'*" Asi, y desde el punto de vista clinico, las NPAu han sido usadas en
terapias para destruir células cancerigenas y tumores, a través de la aplicacion de
microondas o irradiacion laser en la region del visible o infrarrojo cercano.” Como se
menciond anteriormente, estas pueden responder a una radiacion electromagnética
con ventajosos resultados, debido a la transferencia de energia luego de ser irradiadas.
De esta manera pueden calentarse permitiendo asi la denominada “cirugia molecular”,
en la que se destruyen selectivamente células tumorales o agregados tdxicos

proteicos, como los involucrados en la EA.



1.3 Enfermedades neurodegenerativas como principal blanco de las NPAu

En el campo de la neurociencia, el uso de nanomateriales tiene como principales
objetivos contribuir al desarrollo de nuevas terapias, también para mejorar la entrega
de farmacos (en inglés drug delivery) y para el diagnostico de ciertas patologias
neurodegenerativas como el Parkinson, la EA y la eslcerosis amitréfica lateral, entre
otras. Dichas patologias se caracterizan principalmente por su aparicién tardia en la
vida, una extensiva pérdida neuronal, anormalidades sinpticas y la presencia de

agregados de proteinas mal plegadas en el cerebro.*®

La EA, principal causa de demencia en el mundo, es una enfermedad
neurodegenerativa crénica y progresiva, que esta descrita clinicamente como un
impedimento en el aprendizaje y la memoria. Patolégicamente se describe como una
atrofia cerebral, indicativa por la pérdida neuronal. Las redes neurofibrilares formadas
son un indicador de la EA, las cuales consisten en filamentos helicoidales
intraneuronales de proteina tau hiperfosforilada y por placas extracelulares compuestas
por el péptido B-amiloide (AB), el cual puede estar formado por 40 6 42 residuos de
amino&cidos, teniendo una elevada amiloidogénesis y toxicidad.’® Los monémeros
inocuos de AP se vuelven neurotoxicos una vez que se agregan,” dando origen a
diferentes especies como oligémeros, protofibrillas, fibras amiloides, entre otras.?* La
agregacion de AB es un proceso complejo de varios pasos, que se inicia con cambios
conformacionales que incluyen agregados amiloidogénicos prefibrilares intermedios
como las protofibrillas, amiloesferoides, fibras cortas, etc. Aunque se asume que la
fibora madura (estado final en el proceso de agregacion) es una especie toxica, los
agregados amiloidogénicos prefibrilares intermedios son ain méas nocivos.? Los
agregados de AB se generan cuando estos experimentan cambios conformacionales,
gue resultan en un incremento en la exposicion de los residuos hidrofébicos y, como
consecuencia, reducen su solubilidad.?® En este proceso, existe un equilibrio entre el
monodmero soluble y los agregados insolubles que van en crecimiento (fibrillas) y que
finalmente precipitan, forzando el equilibrio hacia las formas agregadas. Aunque las
mencionadas fibrillas son muy estables, es importante destacar que el proceso de
agregacion es de carécter reversible.?* Numerosos estudios estan enfocados en

diagnosticar y tratar la EA a través de la deteccién y desagregacion de agregados del
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péptido AB, reduciendo su toxicidad por lo que lo convierte en un blanco terapéutico

importante.
1.4 Péptido CLPFFD-NH,; para funcionalizacion de las NPAu

Para que las NPAu sean efectivas desde el punto de vista clinico, deben llegar
selectivamente a su blanco terapéutico, ya que de esto dependerd el éxito del
tratamiento. Esto se puede lograr funcionalizando NPAu con vectores de diversos
tipos, como por ejemplo proteinas, péptidos, anticuerpos o moléculas organicas que
permitan dirigir y facilitar la llegada al blanco terapéutico. En el caso particular de la EA,
es necesario dirigirlas hacia los ATAB a través de la funcionalizacion de estas. Entre
los péptidos que permiten lo anterior se encuentran los inhibidores de la agregacion,
gue presentan un reconocimiento por estos agregados. Estos poseen un fragmento
que actua como “elemento de reconocimiento” y un fragmento que actia como
“elemento disruptor”, lograndose asi el reconocimiento y la inhibicion o disrupcion de la
formacién de agregados amiloides, para dar origen a especies no toxicas.? Un ejemplo
caracteristico de estos péptidos es el LPFFD, denominado asi por la secuencia de

® el cual es un

aminoécidos: Leu-Pro-Phe-Phe-Asp, introducido por Soto y cols.,?
derivado de la secuencia LVFFA (figura 1.2), postulada como uno de los nucleos
putativos de agregacion del péptido AB;4 que esta involucrado en el proceso de

agregacion.
H,N-'DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVI*?A-COOH

Figura 1.2: Secuencia peptidica de AB1.42. NUcleo hidrofébico (KLVFF) sefialado en verde. Extraido de la
referencia 26.

El péptido LPFFD posee los residuos hidrofébicos Leu (L), Phe (F) y Phe (F) que
facilitan la interaccién con el nlcleo hidrofébico de la proteina AB.° A la secuencia
nativa se le incorpor6 el aminoacido Asp, que aumenta la solubilidad del péptido en
medio acuoso y le otorga anfipaticidad, debido a la presencia de un grupo polar
cargado en la cadena lateral del residuo, seguido por una secuencia con residuos

hidrofébicos.”> Ademas se reemplazé la Val por la Pro con la finalidad de evitar la



formacion de enlaces de hidrégeno, impidiendo asi que la cadena peptidica adopte una
estructura de lamina .?° Con la finalidad de conjugar las NPAu con este péptido, a la
secuencia LPFFD se le incorpor6 una Cys en el extremo N-terminal, obteniendo el
péptido final CLPFFD-NH,.®> Este aminoéacido permite la formacion de un enlace estable
con la superficie de oro a través de una quimisorcion, formando el enlace S-Au.’ Es
importante destacar que la conjugacion de las NPAu con el péptido CLPFFD-NH,,
incrementa la estabilidad coloidal por efectos estéricos producidos por la disposicion de
las moléculas del péptido sobre la superficie de la nanoparticula (figura 1.3).> Asimismo
en la nanoparticula se reduce el potencial zeta de -46 mV a -39 mV, debido al
reemplazo de moléculas de citrato (posee 3 cargas a pH 7,4) por moléculas del péptido

que posee 1 carga a pH 7,4 (punto isoeléctrico 5,5)°.

T Higher stability owing to steric repulsion
+ Lower negative charge

Figura 1.3: Efecto de la conjugacion de la NPAu con el péptido anfipatico CLPFFD-NH, en carga y
estabilidad. Se representan moléculas de citrato recubriendo la NPAu antes de la conjugacion (izquierda) y
moléculas de péptido conjugadas a la NPAu luego de la conjugacion (derecha). Atomos de azufre, oxigeno

y carbono estan representados en amarillo, rojo y azul, respectivamente. Extraido de la referencia 5.

1.5 Funcionalizacién de NPAu para la desagregacion de los ATAB

En nuestro laboratorio se han empleado NPAu para la destruccion de ATARB
involucrados en la EA, mediante el calentamiento local producido por la liberaciéon de
calor por parte de estas nanoparticulas, luego de ser irradiadas con laseres o con
microondas.?” * Para dirigir selectivamente a las NPAu hacia los ATAB, estas fueron
funcionalizadas con el péptido CLPFFD-NH,. Este péptido reconoce selectivamente a

estos agregados, incrementando ademas la estabilidad de las NPAu mediante un
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efecto estérico y favoreciendo ligeramente el traspaso a través de la BHE por
diferentes mecanismos.> ?” En un estudio realizado por Kogan y cols.?, el conjugado
NPAu-CLPFFD fue incubado a una solucién de péptido ABi4., obteniéndose asi
complejos de fibras amiloides unidas a las NPAu (figura 1.4, parte superior). Estos
complejos fueron irradiados con microondas a muy baja potencia (0,1 W)
produciéndose la desagregacion (figura 1.4, parte inferior). Mediante este tratamiento
se produjo la transferencia de energia por absorcion y disipacién local de la energia,
produciendo la desagregacion de los ATAB.?” Las NPAu actuarian como una especie
de antena que concentra localmente la energia en el blanco deseado sin producir un

aumento significativo de la T° en el entorno.?’

Figura 1.4: imagenes de TEM de muestras de ABi.42 en presencia de NPAU-CLPFFD. A) Imagenes TEM

de NPAu-CLPFFD después de la incubacion del conjugado con ABi.s2 10 uM por 48 horas. B) Imagenes
del conjugado anterior unido a AB1.42 después de 8 horas de irradiacion. Extraido de la referencia 27.



1.6 Estrategias farmacéuticas para aumentar la biodisponibilidad hacia el sistema

nervioso central (SNC)
1.6.1 NPAu y los factores que influyen en su biodisponibilidad para Ilegar al SNC

Al referirse al uso de estas NPAu en aplicaciones farmacéuticas, se deben considerar
diversos factores que puedan generar alguna interaccion inespecifica que altere la
penetracion, biodisponibilidad y toxicidad de la nanoparticula. Ademas de la via de
administracién y farmacocinética, la estabilidad de la NPAu en el organismo juega un
rol primordial, debido a que la primera interaccion entre la nanoparticula y los
constituyentes de la membrana determinaran su transito hacia y dentro de las células.
La estabilidad de la NPAu depende del tamafio, forma, carga y tipo de recubrimiento de
ella. A su vez, el tamafo de la NPAu afecta tanto la velocidad como la via de
depuracién desde el organismo. Por otro lado, tanto la hidrofébicidad como la carga
negativa neta de las NPAu lleva a que éstas sean mayoritariamente retenidas por
elementos celulares (ej. macréfagos) del sistema reticulo endotelial (SRE), las que
posteriormente son acumuladas en higado y bazo, llevando a una disminucién de la
biodisponibilidad a nivel cerebral.> Ademas, la carga superficial es determinante para
su comportamiento biolégico. Se ha descrito que las nanoparticulas catiénicas son mas
citotoxicas e inducen efectivamente procesos de hemdlisis y agregacion plaquetaria, en

comparacion a las aniénicas o neutras.?

La interaccion de las NPAu con proteinas presentes en el medio (plasma o medio de
cultivo celular) es un factor importante, en cuanto a la biodisponibilidad y es
determinante en la formacion de la “corona de proteinas”. Este concepto tiene una
influencia en propiedades de superficie, carga, hidrofobicidad y estabilidad coloidal de
las NPAu. Un ejemplo interesante que da cuenta de cdmo la corona de proteinas
puede afectar a la biodistribucién, es a través de la conjugacion de estas NPAu con el
péptido CLPFFD-NH,. Este conjugado llega al SNC en mayor proporcion respecto de
las NPAu recubiertas con citrato.® Esto puede ser explicado en funcién de sus
caracteristicas fisicoquimicas: en primer lugar, la adsorcién de proteinas plasmaticas
especificas como por ejemplo Apolipoproteina E, contribuirian a la transcitosis mediada

por receptores favoreciendo la llegada al cerebro; en segundo lugar, el aumento del



caracter anfifilico de la particula funcionalizada favoreceria el paso a través de la BHE
mediante difusion pasiva y en tercer lugar, la disminucién en el valor absoluto del
potencial zeta contribuiria a una reduccién en la retencion de la particula por parte del

SRE, incrementando la biodisponibilidad de estas NPAu.*
1.6.2 Inhibicion de mecanismos de eflujo para aumentar biodisponibilidad al SNC

Uno de los grandes desafios con respecto al uso de agentes farmacéuticos en el
tratamiento de la EA es sortear la BHE. Esta barrera es altamente selectiva y aisla al
SNC del resto del organismo. Los capilares del cerebro que forman esta barrera tienen
la funcién de restringir el movimiento de moléculas y células entre la sangre y el
cerebro, brindando de esta manera una defensa natural frente a téxicos o agentes
infecciosos circulantes. Moléculas pequefias con adecuada lipofilicidad, peso molecular
y carga, pueden difundir desde la sangre al SNC. Sin embargo, la mayoria de las

moléculas pequefias, proteinas y péptidos no son capaces de cruzarla.®

Esta barrera consta de células endoteliales del cerebro que recubren los microvasos
cerebrales. Existen también otros tipos celulares rodeando al endotelio, como los
astrocitos y los peritrocitos.®> La BHE es una barrera relativamente impermeable
debido a la presencia de uniones estrechas (en inglés tight junctions), formadas por
moléculas de adhesion celular entre las células endoteliales capilares. Las células
endoteliales cerebrales ademas poseen algunas vias de transporte alternativo (ej.,
fenestraciones, canales transendoteliales, vesiculas pinociticas), que ademas expresan
altas cantidades de transportadores de eflujo, como por ejemplo la glicoproteina P (P-
gp). Ademas, esta barrera tiene sistemas enzimaticos que protegen al SNC de agentes
externos a través de ecto y endo enzimas presentes dentro de las células endoteliales,
las que degradan solutos que cruzan la membrana celular. De esta manera para
atravesar esta barrera, la mayoria de las moléculas deben interactuar con
transportadores especificos y/o receptores expresados en el lado luminal de las células
endoteliales, o bien atravesarla por mecanismos pasivos.3‘°’ Por otro lado, las células
endoteliales cerebrales expresan una alta cantidad de transportadores de eflujo. La P-
gp es uno de los principales exponentes de esta familia de transportadores y esta

involucrada en la regulacion de la entrada de moléculas al cerebro, promoviendo la
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liberacion luminal de estos compuestos, convirtiéndolos en un constituyente importante
en la remocion de sustancias dafiinas para el SNC, disminuyendo el riesgo de
potenciales efectos toxicos.>

Por lo tanto las estrategias existentes para la entrega de principios activos al SNC se
basan en la modificacion quimica de éstos, con el fin de aprovechar los sistemas de
transporte que se encuentran en la BHE, como también eludiendo los sistemas de

eflujo presentes en esta.
1.7 Uso de copolimeros anfiflilicos para mejorar la entrega de farmacos al SNC

Con el propésito de ser utilizados en terapia y/o entrega de farmacos hacia el SNC, es
necesario que las NPAu atraviesen la BHE. De hecho estas pueden cruzarla, pero en
una muy pequefia proporcién en relacion a la dosis administrada, como fue
demostrado en un estudio donde se utiliz6 NPAu de 12 nm de diametro, administradas
intraperitonealmente en ratén en nuestro laboratorio®. En concordancia con lo
mencionado, estudios realizados por otros autores que utilizaron NPAu de 10 o de
15 nm, revelaron que estas presentaban una distribucion amplia en diferentes 6rganos
luego de ser administradas, siendo en mayor concentracion en higado y bazo,
encontrandose en menores proporciones en pulmon, rifién, corazén y cerebro.*** La
baja proporcion de NPAu que llega al SNC posterior a la administraciéon, puede
deberse a muchos factores y no solo al traspaso a través de membranas. Como se
menciond anteriormente, uno de los factores que dificulta la entrega de NPAu al SNC,
es su retencién por el SRE, evitandose asi que las mismas lleguen al érgano deseado.
Por otro lado, la existencia de un transportador de eflujo transmembranal, que utiliza
energia generada a partir de la hidrélisis de ATP, la P-gp, estaria involucrada en el
impedimento de la llegada de las NPAu al SNC. La actividad de este transportador ha
sido involucrada en reducir la exposicion de un gran numero de farmacos a la
circulacion sistémica y a o6rganos de importancia biolégica como el cerebro®. La
inhibicion de su actividad ha demostrado un incremento en la exposicion de los

farmacos en la circulacion y en varios tejidos.***°
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De esta forma, es de gran importancia encontrar un método viable y eficiente para
mejorar la llegada de las NPAu al cerebro a través del paso por la BHE. Una estrategia
emergente para aumentar la entrega de farmacos al SNC, es mediante la co-
administracién de un modulador farmacolégico que inhiba los sistemas de transporte
de eflujo, expresados en diversas células. Un ejemplo de lo anterior es el uso de
copolimeros de carédcter anfifilico, para los cuales se ha demostrado que tienen la
capacidad de inhibir transportadores de eflujo expresados en distintos tipos de células,
mejorando la acumulacién de ciertos farmacos en su interior. Estos copolimeros son
los poloxameros, donde el Pluronic® (nombre comercial y propietario de los
poloxameros), copolimero lineal de 3 bloques compuestos por polioxietileno (sigla en
inglés PEO) y polioxipropileno (sigla en inglés PPO), los cuales fueron el principal foco

de este estudio (Figura 1.5).

Bloques de oxipropileno (PO)

Foloxameros

HOCH2CH2-(OCH3sCHa)a.1-{OCHaCH)y {CHCH,0)p-{CHoCH20),.1-CH2CH,0H
\ J

| CHa |

Bloques de oxietileno (EO)

Figura 1.5: Estructura de los poloxameros. Extraido de la referencia 41.

Dada su alta biocompatibilidad y aprobaciéon de su uso por la Food and Drug
Administration y la Agencia de Medicina Europea para dispositivos médicos y
farmacéuticos, estos copolimeros han sido aplicados en el area de entrega de

farmacos y en la ingenieria tisular.**

Asimismo los copolimeros anfifilicos son compuestos utilizados usualmente como
excipientes para solubilizar y mejorar la entrega de farmacos.**** Ademas, presentan
propiedades tensoactivas, incluyendo la habilidad de interactuar con superficies
hidrofébicas y membranas biolégicas. Estos polimeros no i6nicos han sido
considerados adecuados para el uso como vehiculos para la entrega de farmacos,

gracias a su capacidad de formar micelas en el rango de los nanémetros, con la
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ventaja de una mayor estabilidad termodindmica y cinética sobre otros surfactantes

convencionales.*®

Los Pluronics® son compuestos anfifilicos por naturaleza. Poseen una configuracion A-
B-A: EO,,-PO-EO,; (tabla 1), donde el bloque hidrofébico PO (B) esta flanqueado por
dos bloques hidrofilicos EO (A).* El largo relativo de los bloques hidrofilicos e
hidrofébicos determina propiedades, tales como la concentracion micelar critica (CMC,
concentracion a la cual se comienzan a formar las micelas), balance hidrofilico-lipofilico
(sigla en inglés HLB; balance del tamafio y fuerza de los grupos hidrofilicos vy lipofilicos
de un surfactante), numero de agregacién (namero de moléculas de copolimero que

forman una micela) y forma de las micelas (esféricas, cilindricas, etc).*®*’

Pluronic® NUumero NUmero Relacion HLB CMC (M)
promedio promedio PO/EO
de unidades | de unidades
de EO de PO
L121 10,00 68,28 6,82 1 1,0x10°®
P85 52,27 39,66 0,76 16 6,5x10°
F127 200,45 65,17 0,32 22 2,8x10°

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de los Pluronics® obtenidos a partir de la referencia 44.

Ho—fCHQCHzo CHQCHO CHgCHQDi—H
CHa

Poloxamero Estructura Peso molecular A
: Aumento de la
Pluronic® L121 EO5-POgs-EO5 4400 hidrofobicidad
Pluronic® P85 EQO56-PO40-EO56 4600
: (HLB disminuye)
Pluronic® F127 EO100-POgs-EO100 12600

Figura 1.6: Esquema de los poloxameros a estudiar (Pluronics® L121, P85 y F127), los cuales contienen 2
bloques hidrofilicos EO y 1 bloque central hidrofébico PO. Extraido de la referencia 44.
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Estudios en células cancerosas resistentes a multiples farmacos (con sigla en inglés
MDR), células epiteliales intestinales polarizadas (Caco-2) y monocapas polarizadas de
células endoteliales de la microvasculatura cerebral (sigla en inglés BMVEC), proveen
la clara evidencia de que algunos Pluronics® son capaces de inhibir transportadores de
eflujo.”® Se ha encontrado que estos copolimeros aumentan la acumulacion de la
sonda fluoresceina en estas células, sugiriendo una posible inhibicibn de estos
transportadores presentes en la BHE.* Por otra parte, estos estudios sugieren que la
co-administraciébn con estos copolimeros aumenta la permeabilidad de un amplio
espectro de farmacos hacia la BHE. Los efectos producidos por estos copolimeros en
transportadores de eflujo, como P-gp y en las proteinas asociadas a la resistencia a
multiples farmacos (sigla en inglés MRP), en BMVEC se presentaron principalmente a
concentraciones por debajo de su CMC.*** Particularmente, la exposicion de BMVEC
a concentraciones de Pluronic® P85 bajo la CMC, resulté en un incremento en la
acumulacién intracelular de rodamina 123 (sustrato de la P-gp), consistente en la
inhibicion de la P-gp. Por otro lado, en el mismo estudio se observé que a
concentraciones superiores a la CMC de Pluronic® P85, los niveles intracelulares de
rodamina 123 no se vieron aumentados.** En base a estos antecedentes se sugirié que
los mondmeros son los responsables de la inhibicion de los sistemas trasportadores de
eflujo de P-gp y MRP, y que las micelas formadas, cuando se utiliza una concentracion
por sobre la CMC, podrian estar involucradas en un atrapamiento de los principios

activos, impidiendo que atraviesen la membrana hacia el espacio intracelular.

El grupo de Kabanov ha investigado intensamente la inhibicion de diferentes
transportadores de eflujo sobre-expresados en células MDR, con un amplio espectro
de poloxameros y han determinado las caracteristicas estructurales que gobiernan el
proceso de inhibicibn. Dos mecanismos son los principalmente involucrados, por una
parte la marcada disminucion de los niveles intracelulares de ATP, por la incorporacion
de las moléculas de copolimeros y la perturbacion de diferentes vias metabdlicas, y por
otra la fluidificacion y la disminucion de la microviscocidad de la membrana, que altera
la conformacion de los transportadores como también su unién a ATP.>* Un estudio
reciente confirmo que los poloxameros cruzan rapidamente la membrana plasmatica de

células MDR, posteriormente localizdndose en la mitocondria e inhibiendo etapas de la
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cadena respiratoria y disminuyendo el consumo de oxigeno.** No obstante, el
mecanismo de pasaje a través de la barrera no esté claro, pudiendo ser por difusion
pasiva o por endocitosis.* En la presente memoria se propuso como objetivo evaluar si
los copolimeros que se encuentran recubriendo NPAu conjugadas al péptido CLPFFD-
NH,, aumentan el pasaje de las mismas a través de modelos de membranas bioldgicas

y producen cambios en su permeabilidad.

Las interacciones de tipo biofisicas entre los poloxdmeros y las membranas biol6gicas
son cruciales para el pasaje a través de ellas, tanto en procesos de difusion como para
endocitosis. En estudios previos se ha demostrado que el nimero de unidades de PO,
es el parametro critico que gobierna la asociacion de los poloxameros con las bicapas
lipidicas.**** Monémeros de Pluronic® con blogues PO muy cortos (ej. F38 con 15
unidades de PO) y con un radio hidrodinamico méas pequefio (7 A) que las colas
hidrofébicas de la bicapa lipidica (aprox. 20 A), probablemente se intercalan en la
membrana celular, con sus dos bloques externos EO expuestos a la superficie.>® Por
otro lado en el mismo estudio, cuando se analizaron polimeros con un bloque PO més
largo (ej. F88 con 39 unidades de PO y un radio hidrodinamico de aprox. 15 A), los

resultados sugirieron que las cadenas de copolimero abarcaban la bicapa lipidica.*

En este estudio se analizaron tres copolimeros con diferentes relaciones PPO/PEO lo
cual le brinda al polimero diferentes valores de HLB y CMC (ver tabla 1 y figura 1.6).
Los resultados obtenidos pueden brindar informacion acerca de la relacion entre sus
caracteristicas fisicoquimicas y la capacidad de producir efectos sobre modelos de

membranas bioldgicas, lo cual podria contribuir a mejorar el pasaje de nanoparticulas.
1.8 Respecto a la sintesis de NPAu

Las NPAu fueron sintetizadas mediante el método de reduccion de &cido
tetracloroaurico (Ill) (HAuCl,) con citrato trisédico dihidratado (NazCsHsO; x 2H,0)
como agente reductor y estabilizante. Esta sintesis fue propuesta por Turkevich y col.*®
en el afio 1951 y sigue siendo uno de los métodos mas utilizados para obtener NPAu
homogéneas en cuanto a tamafio y forma. En esta sintesis el citrato juega dos roles

fundamentales, por una parte es el agente reductor y por otra es el agente
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estabilizante. Kumar y cols.”” propusieron un modelo para explicar el proceso de
formacion de las NPAu en presencia de citrato. En primer lugar destacaron la
reduccion en solucion de Au™ a Au® por el citrato, el cual oxida formando
dicarboxicetona que a su vez forma grandes complejos multimoleculares con el Au.
Estos complejos dismutan para dar origen a Au® donde se adsorben iones de Au*, que
son capaces de unirse a otras dicarboxicetonas que, en un segundo proceso de
dismutacion, forman complejos mas grandes de atomos de oro. Estos agregados
alcanzan un tamafio critico al cual comienzan a formarse los nlcleos de oro, paso
identificado en la sintesis por el color azul al que se torna la solucién a los pocos
segundos de agregar el citrato. Finalmente las NPAu comienzan a crecer desde este

ndcleo adsorbiendo mas atomos de Au® formados por dismutacion.
1.9 Estudios en modelos de membranas biolégicas

En general, estos estudios permiten determinar los efectos provocados sobre la
integridad de estos modelos, en cuanto a alteraciones en su estabilidad y/o
permeabilidad. Uno de estos métodos utiliza vesiculas lipidicas unilamelares
(liposomas).”® El uso de fosfatidilcolina (FC) en estos estudios se considera adecuado,
ya que asemeja a los fosfolipidos que integran los tejidos.*® En particular, este método
permite evaluar el efecto que ejercen los tensoactivos sobre la estabilidad y la
permeabilidad de modelos de membranas biolégicas. El hecho de que un tensoactivo
altere la estabilidad de una membrana biol6gica puede asociarse a la solubilizacion de
esta por la muestra. También se ha observado que algunos tensoactivos se incorporan
en la membrana aumentando su permeabilidad, lo cual se asocia con la formacion de
agujeros hidrofilicos en las bicapas.”® Carboxifluoresceina (CF) puede ser utilizado
como marcador fluorescente para verificar alteraciones en la permeabilidad de estos
modelos.*® Antes de la incorporacion del tensoactivo, la CF es inmovilizada dentro de
los liposomas, reduciéndose la sefial de fluorescencia debido al efecto de quenching.
De esta manera, aumentos en la permeabilidad de la membrana significard un
incremento en la intensidad de la fluorescencia, detectada dada por la salida de CF
encapsulada en las vesiculas. Debido a sus caracteristicas anfifilicas, a los
poloxdmeros se les asocian propiedades tensoactivas, lo que les permitiria modificar la

estabilidad y/o permeabilidad de las membranas biolégicas.*
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Por otro lado, existen métodos que permiten evaluar la permeabilidad de compuestos a
través de modelos de membranas biolégicas. EI PAMPA es un método que permite
predecir la permeabilidad de una muestra a través de barreras bioldgicas, utilizando
estos modelos.> El PAMPA se caracteriza por ser un método sencillo, costo-eficaz y
versatil con respecto a otros ensayos, pudiendo ser modificado de diferentes maneras
para simular diversas barreras fisiolégicas.®® Debido a estas caracteristicas, el PAMPA
se ha convertido en un método muy utilizado en la industria farmacéutica, en cuanto al

desarrollo de nuevas entidades farmacolégicas.
1.10 Respecto al analisis termogravimétrico

Esta técnica mide el peso de una muestra frente al tiempo o a la T°, mientras se
somete a un programa de T° controlada en una atmésfera especifica.”* Ademas, sélo
permite detectar procesos en los que se produce una variacién de peso, asociada a
procesos tales como descomposicion, sublimacion, reduccién, desorcion, absorcion,
etc.®’ Para llevar a cabo estudios de estos procesos y asi obtener una completa
comprension de lo que estd ocurriendo, se requiere de analisis complementarios
mediante técnicas adicionales. Para esto se combinan entre si diferentes métodos
térmicos, los cuales tienen similares programas de T° y control de atmoésfera. Los
métodos més utilizados de manera simultdnea con la termogravimetria, son el andlisis
térmico diferencial (sigla en inglés DTA) y la calorimetria diferencial de barrido (sigla en
inglés DSC), dando lugar a las técnicas TG-DTA y TG- DSC.*" ®* En esta memoria sélo

se llevd a cabo andlisis mediante termogravimetria.
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Hipotesis:

El recubrimiento de nanoparticulas esféricas de oro con copolimeros anfifilicos

Pluronics® P85, F127 o L61, mejora su pasaje a través de modelos de membranas

biologicas.

Objetivo general:

Recubrir nanoparticulas esféricas de oro con copolimeros anfifilicos Pluronics® P85,

F127 o L61, para mejorar su penetracion a través de modelos de membranas

bioldgicas.

Objetivos especificos:

v
v

Sintetizar nanoparticulas esféricas de oro de 12 nm.

Sintetizar conjugados de nanoparticulas esféricas de oro con el péptido
CLPFFD-NH, para aplicacion en Alzheimer.

Recubrir nanoparticulas esféricas de oro conjugadas con el péptido CLPFFD-
NH, con copolimeros Pluronics® P85, F127 o L61.

Caracterizar las NPAu conjugadas y recubiertas con los polimeros

Evaluar la estabilidad y las alteraciones de permeabilidad de liposomas en
presencia de los nanocompdsitos (NPAu-CLPFFD/polimeros).

Evaluar la difusion a través de membranas lipidicas por PAMPA.

Estudiar la relacion entre la estructura del polimero y su influencia en la difusién

de nanoparticulas a través de modelos de membrana biolégica.
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Materiales y métodos

Capitulo 2

19



2.1 Sintesis y caracterizacion de NPAu
2.1.1 Sintesis de NPAu de ~12 nanémetros

El material de vidrio utilizado para la sintesis fue previamente lavado con agua regia
(HCI:HNO; = 3:1), para eliminar posibles trazas de metales que puedan interferir con la
sintesis de NPAu. Posteriormente, el material fue enjuagado con suficiente agua Milli-Q
para asegurar la eliminacion total de trazas de acidos. Para obtener NPAu de diametro
~12 nm, se llevé a cabo una sintesis basada en el método propuesto por Turkevich y
cols.’® el cual consiste en la reduccién de HAuCl, mediante NazCgHsO; x 2H,0O como
agente reductor y estabilizante.® Un volumen de 50 mL de una solucién acuosa 1 mM
de HAuCl,, fue calentada entre 10-20 minutos hasta alcanzar un reflujo constante.
Posteriormente, una alicuota de 5 mL de una solucién acuosa de NazCgHs0; x 2H,0O
38,8 mM calentada entre 60-70°C, fue rapidamente adicionada a la solucién de HAuCl,
en reflujo, manteniendo siempre una agitacion moderada y constante durante la
reaccién. Se dejo reaccionar durante 30 minutos. Finalizado este tiempo, se obtuvo
una solucion rojiza oscura, indicando la formacién de las NPAu. La solucion fue dejada
a T° ambiente hasta enfriarse. Posteriormente, su pH fue ajustado a 7,4 con una
solucion de NaOH 0,2 M, filtrdndose luego con filtros Millipore de acetato de celulosa
0,45 um y conservandose a 4°C.

2.1.2 Caracterizacion de NPAu
2.1.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Para observar la banda de RPS de las NPAu, fue llevada a cabo una caracterizacion
mediante espectrofotometria de absorcion molecular. El espectro de absorcion UV-Vis
de las NPAu fue obtenido a T° ambiente, con un espectrémetro Perkin Elmer modelo
Lambda 25 UV/Vis. Se realizé un barrido entre 400 y 800 nm, utilizando cubetas de
plastico desechable de 1 cm de paso Optico y empleandose citrato de sodio 1,2 mM

como blanco en el espectrofotometro de doble haz.
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2.1.22 TEM

Para estudiar la morfologia y homogeneidad de tamarfio, las NPAu fueron
caracterizadas a través de TEM realizado en un equipo JEOL JEM-1010. El espécimen
fue preparado agregando 20 pL de la soluciébn de NPAu en una rejilla de cobre
recubierta con polimero Formvar, permitiendo posteriormente que se secara la

muestra.
2.1.2.3DLS

Las NPAu fueron caracterizadas a través de DLS, con el objetivo de determinar sus
diametros hidrodinamicos (DH) e indices de polidispersidad (IPD). El DH y IPD fueron
medidos por triplicado utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK), operando con una fuente de luz a una A de 633 nm, a un angulo de
dispersién ajustado a 173°. Una alicuota de 1,0 mL de muestra fue colocada en una
cubeta plastica de 1 cm de paso 6ptico (clear disposable zeta cell), para luego ser

analizada. La medicion fue realizada con un control preciso de la T° a 25°C.
2.1.2.4 Potencial zeta

La medicién del potencial zeta de las NPAu fue realizada por triplicado utilizando el
mismo equipo que para el DLS. Como las mediciones del potencial zeta fueron
realizadas en solucién acuosa, la aproximacion Smolochowski fue utilizada para
calcular este potencial a partir de la mediciébn de la movilidad electroforética. La
medicion fue realizada con un control preciso de la T° a 25°C. Los analisis de los datos
obtenidos, tanto para DLS como para potencial zeta, se llevaron a cabo usando una

version del programa Zetasizer facilitado por Malvern Instruments, England.

2.2 Obtencion y caracterizacion del conjugado de NPAu con el péptido CLPFFD-
NH,

2.2.1 Preparacion del conjugado NPAu-CLPFFD

La conjugacion de las NPAu con el péptido CLPFFD-NH, fue basada en la metodologia

propuesta por Guerrero y cols.” La relacion utilizada en esta conjugacion fue 20 mL
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NPAu/1 mg péptido. Esta representa un exceso de péptido para maximizar el numero
de éstos con cada NPAu.®> Un volumen de 1 mL de una solucién acuosa de CLPFFD-
NH, 2 mg/mL (pH 8) fue agregada a 40 mL de solucibn de NPAu (obtenidas de
acuerdo a como se indico en la seccién 2.1.1). El tiempo de conjugacion fue de 24
horas, manteniéndose una agitacion moderada con agitador magnético para favorecer
la quimisorcion. El conjugado NPAu-CLPFFD obtenido fue purificado primero a través
de filtros Millipore de acetato de celulosa 0,45 um y luego por didlisis durante 3 dias. La
didlisis se llev6 a cabo en una membrana Spectra/porMWCO 6-8000 frente a una
solucién de citrato de sodio 1,2 mM pH 8, con una agitacién moderada y constante. La
solucién fue renovada 6 veces. La solucion purificada fue retirada de la membrana de
didlisis, filtrada nuevamente a través de filtros Millipore de acetato de celulosa 0,45 um

y conservada a 4°C.
2.2.2 Caracterizacion del conjugado NPAu-CLPFFD
2.2.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

El conjugado NPAuU-CLPFFD fue caracterizado mediante espectrofotometria de
absorcion molecular, con el fin de detectar variaciones en la banda del plasmén
superficial después de la conjugacién. La caracterizacion mediante este método fue

llevada a cabo como se describe en el punto 2.1.2.1.
2.2.2.2 TEM

Para estudiar la morfologia y homogeneidad de tamafio del conjugado NPAu-CLPFFD,
éste fue caracterizado a través de TEM siguiendo la misma metodologia descrita en la
seccion 2.1.2.2. El material organico del espécimen fue tefiido con acetato de uranilo al
1%.

2.2.2.3DLS

La caracterizacion del conjugado NPAu-CLPFFD mediante DLS, fue llevada a cabo

siguiendo la misma metodologia descrita en la seccién 2.1.2.3.
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2.2.2.4 Potencial zeta

La medicion del potencial zeta del conjugado NPAu-CLPFFD fue realizada siguiendo la

misma metodologia descrita en la seccién 2.1.2.4.

2.3 Obtencién y caracterizacion del nanocompdésito NPAu-CLPFFD recubierto
con Pluronics® P85, F127 o L121

2.3.1 Preparacion soluciones de Pluronics® P85, L121y F127

Para estudiar la presencia y las caracteristicas de recubrimiento con diferentes
Pluronics® a distintas concentraciones en medio acuoso, fueron preparadas soluciones
con concentraciones 30% sobre (>30% CMC) y bajo (<30% CMC) la CMC. Estas
concentraciones se encuentran descritas en la tabla 2.1. Las soluciones de Pluronic®
F127 y Pluronic® P85 fueron preparadas en agua Milli-Q. Para la obtencién de una
solucién acuosa stock de Pluronic® L121, fue utilizada una adaptacion de la técnica de
precipitacién/evaporacion de solvente descrita en la referencia 63: 30 mg de Pluronic®
L121 fueron disueltos en 10 mL de tetrahidrofurano. Esta solucién organica fue
agregada gota a gota a 30 mL de agua Milli-Q, manteniendo una agitaciéon moderada y
constante. Posteriormente el tetrahidrofurano fue evaporado en su totalidad mediante
un rotavapor (vacio, 150 rpm, 50 °C) por 30 minutos. La solucién acuosa obtenida fue

reconstituida con agua Milli-Q hasta completar 30 mL.

Pluronic® CMC (M) <30% CMC (M) >30% CMC (M)
P85 6,5 x10 4,6x10° 8,4x10"°
F127 2,8x10° 2,0x10° 3,6x10°
L121 1,0x10° 7,0x10”" 1,3x10°

Tabla 2.1: Concentraciones de soluciones de Pluronic® P85, F127, L121 utilizadas para los recubrimientos
de las NPAu y su conjugado. Se prepararon soluciones por sobre y bajo un 30% CMC de los respectivos

Pluronics®.
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2.3.2 Recubrimiento de NPAu y del conjugado NPAu-CLPFFD con Pluronics® P85,
F127 o L121

Las NPAu y el conjugado NPAu-CLPFFD (obtenido segun se indic6 en la seccién 2.1.1
y 2.2.1, respectivamente) fueron recubiertos con Pluronics® P85, L121 o F127
realizando el mismo protocolo descrito a continuacion para los 3 casos, utilizando sé6lo
soluciones >30% CMC en el caso de las NPAu (a concentraciones de polimero
inferiores a la CMC las NPAu precipitaron) y soluciones por sobre y debajo 30% CMC
en el caso del conjugado NPAuU-CLPFFD. Un volumen de 15 mL de la solucién de
NPAu o NPAuU-CLPFFD fue centrifugado por 30 minutos a 16100 g. Posteriormente el
sobrenadante fue retirado y el pellet fue resuspendido con 15 mL de solucion de
Pluronic®. Finalmente los productos resultantes fueron dejados en reposo por 24 horas

a T° ambiente.
2.3.3 Caracterizacion de los nanocompa@sitos

Las muestras sometidas al recubrimiento con Pluronics® (segin se describié en la
seccién anterior) fueron caracterizadas de la misma manera como se describié en la

seccion 2.2.2.
2.4 Determinacion de la concentracion de NPAu en las muestras

La concentracion fue determinada a través de espectrofotometria de absorcion
molecular, considerando el coeficiente de extincién molar de las NPAu de 2,3x10% Lmol

Y em™y en cubetas de plastico desechable de 1 cm de paso 6ptico.
2.5 Andlisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico de las muestras fue realizado en un equipo Netzsch
modelo IRIS TG 209 F1, utilizando termobalanzas de Al 203, a un barrido desde 25 °C
hasta 600 °C, a un régimen de calentamiento de 10 °C/min y utilizando N, como
atmoésfera inerte. Para obtener la muestra en estado solido, fue liofilizado un volumen

de 10 mL de la soluciéon de muestra.
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2.6 PAMPA

Con el fin de determinar la capacidad de los nanocompdsitos de atravesar la BHE
mediante difusion pasiva, fue utilizado el modelo de membrana lipidica in vitro PAMPA
descrito por Li Diy col.>®. Este ensayo consistié en el uso de una placa aceptora de 96
pocillos provistos de filtros hidrofébicos de polifluoruro de vinilideno, con un tamafio de
poro de 0,4 um (Millipore Multiscreen®) y una placa plastica donora de 96 pocillos
(figura 2.1). Un volumen de 4 pL de una solucién de FC en dodecano 20 mg/mL fue
depositado sobre el filtro de cada pocillo de la placa aceptora. Cinco minutos fueron
necesarios para que se volatilizara completamente el dodecano, formandose asi la
membrana de fosfolipidos. Un volumen de 300 pL de muestra y en triplicado fue
depositado en los pocillos del compartimento donor. Asimismo, un volumen de 300 pL
de tampén fosfato salino 10 mM pH 7,4 fue depositado en los pocillos en el
compartimento aceptor. Luego el sistema fue cuidadosamente ensamblado formando
un “sandwich”, de tal forma que la placa donante con la muestra quedara en el fondo,
la membrana fosfolipidica artificial en medio y la placa aceptora en la parte superior,
procurando que la parte inferior del filtro estuviese en contacto con las muestras. Este
sistema fue cubierto e incubado a T° ambiente en una atmosfera saturada de humedad
durante 24 horas, bajo agitacion mecanica orbital a 170 rpm. Transcurrido este tiempo,
cantidades de 200 pL de muestra fueron tomados de cada compartimento (donor y
aceptor), para luego determinar la concentracion a través de espectrofotometria de
absorcién molecular. Tiopental y L-DOPA 200 pg/mL fueron utilizados como control
positivo y negativos de permeabilidad, respectivamente. Se construydé una curva de
calibracion para tiopental y L-DOPA (figura 2.2). Las mediciones se realizaron
utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer modelo Lambda 25 UV/Vis a T°
ambiente, utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm paso éptico y empledndose tampdn
fosfato salino 10 mM pH 7,4, como blanco en el espectrofotdmetro de doble haz. La
medicién de la absorbancia se realizé a una A de 519 nm en el caso de las NPAu, 525
nm para el conjugado NPAu y los nanocompositos, 288 nm para el tiopental y 280 nm
para L-DOPA. Una medicion de absorbancia a las soluciones de Tiopental y L-DOPA

200 pg/mL fue realizada previo al ensayo. El coeficiente de extincion molar
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considerado para determinar la concentracion de NPAu presentes en las muestras fue
de 2,266 x 10° Lmol*cm™.

PLACA ACEPTORA —=| ]

PLACADONORA —P

FILTRO PVDF

Figura 2.1: Sistema PAMPA. Parte superior: (izquierda) placa donora, (centro) placa aceptora y (derecha)
sistema ensamblado. Parte inferior: esquema del sistema PAMPA.
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Figura 2.2: (A) Curva de calibracion para tiopental. Medicion por espectrofotometria a A=288 nm. (B) Curva
de calibracion para L-DOPA. Medicion por espectrofotometria a A=280 nm.
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Los célculos de permeabilidad efectiva (P.) se realizaron de acuerdo a lo descrito por

Teixidd Tura M.**, utilizando la ecuaciéon N°1:

Pe = —

2183 2 x Ca(T)
© Cd(0)

) X 1076 cm/s

Ecuacion N°1

Donde t es el tiempo de incubacién en horas, Ca es la concentraciéon del compuesto en
la placa aceptora al tiempo de incubacién y Cd es la concentracion del compuesto en la
placa donora al tiempo cero (inicial).

El porcentaje de permeabilidad se determiné a partir de la ecuacion N°2:
o Ca
% permeabilidad = Cd x 100

Ecuacion N°2
2.7 Estudio de alteraciones en permeabilidad y estabilidad de liposomas

El estudio de la influencia que tienen los diferentes nanocompdsitos, en cuanto a la
permeabilidad y estabilidad de modelos de membrana lipidicas in vitro, fue realizado
mediante un ensayo de fluorescencia utilizando CF encapsulada en liposomas de FC

(PMgc = 768 g/mol) y un andlisis mediante DLS, respectivamente.
2.7.1 Ensayo de permeabilidad de liposomas
2.7.1.1 Preparacién de liposomas con CF encapsulada

Para preparar una dispersion de liposomas se debe conocer la T° de transicion
cristalina del fosfolipido, ya que es necesario trabajar por sobre esta T°. En el caso de
la FC, su valor es de -15°C (menor a 25°C) por lo que fue posible trabajar a T°

ambiente.

Los liposomas de FC con CF encapsulada (LCF) fueron obtenidos mediante

hidratacion de un film de FC, contenidos en un balén de vidrio de fondo redondo con 10
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mL de una solucién de CF 100 mM en tampén tris(hidroximetillaminomentano (TRIS)
(100 mM de NaCl, 5 mM TRIS, pH 7,4 ajustado con HCI 2 M). Agitacion leve y
sonicacion fueron necesarios para disolver completamente el film y generar liposomas

homogéneos.

El film fue formado por evaporacién de una pequefia cantidad (2 mL aprox.) de mezcla
homogénea e incolora de FC (~60 mg) en cloroformo utilizando un rotavapor por 1,5 - 2
horas, en un bafio a 50°C, a una presién de 563 Torr y a 60 rpm. Posteriormente, para
asegurar la completa evaporacién del cloroformo, se dej6o en desecadora al vacio

durante 24 horas antes de ser hidratado.

La CF fue disuelta en NaOH 6 N. Posteriormente su pH fue ajustado a 8,3 - 8,5 con
HCI 1 N, para luego ser purificada a través de una columna de separacién, conteniendo
Sephadex G-50 y tampén TRIS como fase mavil, con una razén de flujo constante de
~3 mL/minuto. La concentracion final de la CF en tampén TRIS fue determinada por
espectrofotometria de absorcidbn molecular, considerando una A de 492 nm y un
coeficiente de extincion molar de 11600 Lmol'cm™, realizado por triplicado. La
concentracion de CF fue de 1,51 M.

Los LCF fueron extruidos a través de una columna de extrusién (holder 13 mm sst
swinney siringe, MilliPore), para obtener tamafios de ~200 nm. Los liposomas fueron
extruidos primero 10 veces por una membrana de policarbonato de 800 nm y luego por
una de 200 nm del mismo material (Isopore membrane filters, filter type 0,8 um ATTP,
0,2 um GTTP, MilliPore). Con el fin de monitorear la homogeneidad de los liposomas
luego de la extrusion por cada membrana, la dispersion resultante fue analizada

mediante DLS. La medicion fue realizada con un control preciso de la T° a 25°C.

Con la finalidad de separar la CF libre de la encapsulada en los liposomas, fue
necesaria una purificacion de los LCF extruidos a través de una columna de separacion
conteniendo Sephadex LH-20, utilizando tampén TRIS como fase movil con una razén
de flujo constante de ~0,5 mL/minutos. Un volumen de 5,0 mL LCF fue agregado a la
columna dejando que eluyera. Cantidades de 1 mL fueron recolectados y analizados

por DLS (mismas condiciones del parrafo anterior), para determinar en qué fracciones
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se encontraban los liposomas. Finalmente, fue recolectado un volumen de 10 mL LCF
extruido y purificado.

Para determinar la concentracion de los fosfolipidos, 100 pL de LCF extruidos y
purificados fueron liofilizados para luego calcular, por diferencia, la cantidad total de
fosfolipidos presentes mediante la ecuacién N°3:

masa fosfolipidos = masa liofilizado — masa sales tampén TRIS — masa CF
Ecuacion N°3

La masa liofilizado corresponde a la masa del sdélido obtenido por liofilizaciéon de la
muestra, la masa sales tampon TRIS corresponde a la masa de las sales que componen
el tampdn, es decir TRIS y NaCl. Para liberar la CF de los liposomas y asi determinar
la masa CF en un determinado volumen de LCF, fue utilizado el surfactante dodecil
sulfato de sodio (sigla en inglés SDS), empleado para solubilizar membranas lipidicas
de células. Un volumen de LCF fue mezclado con SDS 10% (quedando este dltimo al
3% en la mezcla). Posteriormente la absorbancia de la CF fue determinada por
espectrofotometria de absorcion molecular a una A de 492 nm, para luego calcular la
masa considerando un coeficiente de extincién molar de 11600 Lmol*cm™ y un peso
molecular de CF de 582,32 g/mol, realizado por triplicado. Finalmente, la concentracién

de LCF extruidos y purificados fue ajustada a 5 mM de fosfolipido con tamp6n TRIS.
2.7.1.2 Ensayo de fluorescencia de la CF liberada

Todos los analisis fueron realizados luego de un periodo de incubacién mayor a de 60
minutos. Luego de este periodo la liberacion de la CF alcanza un plateau,

permaneciendo estable por una semana.®

Los LCF fueron mezclados de manera que se obtuviera una razén en concentracion
500.000:1 (LCF : muestras) con respecto a las muestras de interés (solucion de
Pluronics® P85, F127 o L121, NPAu, NPAu-CLPFFD y nanocompdsitos). Las
intensidades de fluorescencia debidas a la salida de CF de los liposomas fueron

medidas a 25°C con un espectrofluorimetro (SynergyMx, Biotek) a los 0, 30, 60, 180
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minutos y 24 horas de incubacion. A una excitacion de 495 nm, fue obtenida una
emision maxima de fluorescencia de CF a 515,4 nm. Los resultados fueron obtenidos a
través del programa Gen 5. Una placa de 96 pocillos de fondo oscuro para
fluorescencia fue utilizada para cargar la muestra. Cada pocillo a utilizar fue cargado
con 100 puL de mezcla y por triplicado. El porcentaje de liberacion de CF fue

determinado mediante la siguiente ecuacion N°4:

1(t) — 1(0)

0, 1 -
% CF liberada 1(o0) = 1(0) X

100

Ecuaciéon N°4

Donde /(t) es la fluorescencia obtenida en el tiempo (LCF + Muestra), /(0) es la
fluorescencia inicial (sélo LCF) e /() es la fluorescencia total (LCF + SDS, CF total de
los liposomas). Para obtener 7(0), un pocillo fue cargado con una mezcla LCF mas
agua Milli-Q. Asimismo, para obtener /(c), un pocillo fue cargado con LCF, agua Milli-

Q y SDS al 3% para lisar los liposomas.

Para verificar si la CF presenta un fenémeno de quenching debido a la presencia de
alguna de las muestras de interés, estas fueron incubadas con CF 100 mM. Una
mezcla de CF 100 mM con agua Milli-Q fue utilizada como control. Posteriormente se
prosigui6 a realizar el ensayo de fluorescencia, como se describié previamente en esta

seccion.
2.7.2 Ensayo de estabilidad de liposomas e interaccién con nanocompadsitos

Alteraciones en la estabilidad de liposomas de FC e interacciones con los
nanocompasitos fueron monitoreados por DLS. La medicién fue realizada a través de
un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Una alicuota de
mezcla de liposomas con muestra de interés (solucién de Pluronics® P85, F127 o L121,
NPAu, NPAu-CLPFFD, nanocompdsitos) a una razén de concentracion 500000:1, fue
cargada en una cubeta (low volumen disposable sizing cuvette) para luego ser
analizada a los 0, 60, 180 minutos y a las 24 horas de incubacién. La medicion fue

realizada con un control preciso de la T° a 25°C. El andlisis de los datos se llevo a cabo
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usando una version del programa Zetasizer facilitado por Malvern Instruments,

England.
2.8 Analisis estadistico

Todos los resultados estan presentados como el promedio y su desviacion estandar de
las determinaciones realizadas. La informacion fue comparada mediante Prueba t de
Student no pareada con la correccion de Welch (dos colas), usando el programa Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). El criterio para la significancia estadistica
fue p < 0,05.
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Capitulo 3
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3.1. Caracterizacion de NPAu
3.1.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

El espectro de absorcion UV-Vis de las NPAu, obtenido por espectrofotometria de
absorcion molecular, se puede observar en la figura 3.1. Estas presentaron una
longitud de onda de maxima absorbancia (Avsx) de 519 nm, correspondiente a la banda

del plasmén de resonancia caracteristico para las NPAu de tamafios entre 10 y 20 nm.

0.7 519 nm
0,6
0.5-
0,4-
0,3-

0,2

Absorbancia (U.A.)

0,14

0,0 T T T T T
400 500 600 700 800
A

Figura 3.1: Espectro de absorcion UV-Vis de NPAu estabilizadas con citrato. Auax @ 519 nm. Concentracion
de NPAu en la muestra (n=5 + SD): 2,5x10'6 + 9,0x10'7 mM

3.1.2DLS

Andlisis por DLS fue realizado para determinar el DH de las particulas en la dispersion
coloidal, mediante fluctuaciones de la luz dispersada. En la figura 3.2 se observa el
gréafico obtenido por el equipo al medir las NPAuU. Se muestra ademas el DH promedio,
la desviacién estandar de las medidas y el IPD entre paréntesis. El valor promedio del
DH de las NPAu fue de 20,6 = 0,3 nm, con un IPD de 0,326.
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Figura 3.2: Gréficos de la distribucion de tamafio de NPAu estabilizadas con moléculas de citrato

determinadas mediante DLS. (n=3 + DS). Entre paréntesis el valor del IPD.
3.1.3 Potencial zeta

La siguiente caracterizacién de las NPAu fue la determinaciéon de su potencial zeta a
través de la determinacion de la movilidad electroforética. En la figura 3.3 se presenta
el grafico del potencial zeta de tres mediciones y su desviacién estdndar. La carga
superficial de la capa de contraibnes de las particulas, es decir el potencial zeta para
estas NPAu, fue de -45,4 + 0,9 mV, siendo el pH de la solucion 7,4.

100000

20000

80000

40000

Total Counts

20000

0 &
-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (m\V)

Figura 3.3: Gréficos del potencial zeta de NPAu estabilizadas con moléculas de citrato. n=3 + DS.
3.1.4TEM

Una vez obtenido el espectro de absorcion UV-Vis de las NPAu y verificada la
existencia de éstas debido a la banda del plasmon caracteristica, la muestra fue
observada por TEM. En la figura 3.4 se observa una imagen de las NPAu obtenidas
por este método. En el inserto se observa un histograma de tamafios realizado sobre

una poblacion de 176 particulas, donde se observa un didmetro promedio de 12,3 + 1,4
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nm. Como se aprecia en la misma imagen, las NPAu obtenidas fueron homogéneas en

tamaifio y forma.
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Figura 3.4: Imagen TEM de NPAu. En el inserto, un histograma de tamafios al medir el diametro de una

poblacién de 176 particulas, obtenido de la imagen TEM.

3.2. Caracterizacién del conjugado NPAu-CLPFFD
3.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Se observd un cambio en la banda de resonancia plasménica hacia el infrarrojo
(mayores A), cuando las NPAu se conjugaron con el péptido CLPFFD-NH; (figura 3.5).
En la figura 3.5 se muestran los espectros de absorcion del conjugado NPAu-CLPFFD
y NPAu a modo de comparacién. Se observa un cambio en la Ays de 519 a 525 nm,
correspondiente a la banda plasmoénica de las NPAu y NPAu-CLPFFD,

respectivamente.
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Figura 3.5: Espectro de absorcion UV-Vis de NPAu (rojo), Amax @ 519 nm y NPAu-CLPFFD (verde), Amax &
525 nm. Concentracion de NPAu en las muestras (n=5 + SD): 2,5x10° + 9,0x10”7 mM

3.2.2DLS

Este método fue utilizado para determinar el DH del conjugado NPAu-CLPFFD,

mediante fluctuaciones de la luz dispersada de la dispersién coloidal. En la figura 3.6

se observa el gréafico obtenido por el equipo al medir el conjugado. Se muestra ademas

el DH promedio, la desviacién estandar de las medidas y el IPD entre paréntesis. El
valor promedio del DH del conjugado NPAu-CLPFFD fue de 24,3 + 0,4 nm. El DH

obtenido para el conjugado fue significativamente mayor (p < 0,05) al obtenido

mediante el mismo método, para las NPAu estabilizadas con citrato (20,6 + 0,3 nm).

Imtensity (%)

G R e e
: : DHNPAU—CLPFFD = 24,3 * 0,4 nm (0,252)
Ao .................. \ ................. . .................
0 ——-ﬂu—q
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Figura 3.6: Graficos de la distribucién de tamafio del conjugado NPAu-CLPFFD determinados mediante

DLS. Entre paréntesis el valor del IPD. n=3 £ DS.
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3.2.3 Potencial zeta

En la figura 3.7 se aprecia el grafico del potencial zeta representativo de las
mediciones realizadas a la muestra y su desviacién estandar. El potencial zeta para
este conjugado fue de -39,1 + 0,2 mV. La conjugacion de las NPAu con el péptido
CLPFFD-NH; redujo significativamente (p < 0,05) el potencial zeta promedio (en valor
absoluto), con respecto a las NPAu estabilizadas con citrato (de -45,4 £ 0,9 mV a -39,1

+0,2 mV, respectivamente).

100000 -+ eveeee e Ry S P S SN LSS ST VST SEP PSP SIRSERPEIUS
: Pot. zetanpau-cLPFED = -39,1+£0,2 mV

80000 SUUURRURR &

80000

40000

Total Counts

20000

0
-200 -100 0 100 200

Zeta Potential (mV')
Figura 3.7: Grafico representativo del potencial zeta del conjugado NPAu-CLPFFD. n=3 + DS.

3.24TEM

Una vez obtenido el espectro de absorcién UV-Vis del conjugado NPAuU-CLPFFD, el
DH y el potencial zeta, y posteriormente verificada la existencia de éstos, la muestra
fue observada por TEM. En la figura 3.8 se muestra una imagen del conjugado NPAu-
CLPFFD obtenida por este método. Se puede observar que las NPAu conjugadas al
péptido CLPFFD-NH, mantuvieron su forma y tamafio con respecto a las NPAu. Se
aprecia la ausencia de un halo tefiido por acetato de uranilo al 1% alrededor de las
NPAuU.
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Figura 3.8: Imagen representativa de TEM del conjugado NPAu-CLPFFD.

3.3 Caracterizacién de los nanocompdsitos

En primer lugar se realiz6 la caracterizacion a través de UV-Vis, DLS, potencial zeta y
TEM, de los nanocompdsitos formados por las NPAu y el conjugado NPAu-CLPFFD
recubiertos con Pluronics® P85, F127 o L121, utilizando soluciones de concentracion
>30% CMC. Asimismo, se caracterizaron los nanocompositos formados por NPAu-
CLPFFD empleando concentraciones de Pluronics® <30% CMC, mediante UV-Vis,

DLS y potencial zeta (véase siguiente seccion).

Posteriormente se realizé un andlisis termogravimétrico de los nanocompdsitos
obtenidos del conjugado NPAu-CLPFFD, utilizando Pluronics® P85, F127 o L121 con
concentraciones >30% CMC, ya que demostraron ser los més adecuados debido a su
estabilidad y posible recubrimiento por estos copolimeros (véase seccion 4.3). Estos
mismos nanocompdésitos fueron utilizados para estudiar la interaccién con modelos de
membranas biolégicas, mediante el ensayo PAMPA vy estudios de permeabilidad y
estabilidad de liposomas de FC.

3.3.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Una vez obtenidos los nanocompositos del conjugado NPAu-CLPFFD con los
diferentes Pluronics® en estudio, utilizando una concentracion >30% CMC y
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permitiendo que reposaran durante 24 horas, fue realizada una caracterizacion a través
de espectrofotometria de absorcion molecular para observar posibles cambios en la
banda del plasmén superficial de los conjugados NPAu-CLPFFD, debido a una
interaccion entre estos poloxadmeros, las nanoparticulas y el péptido. En la figura 3.9 se
presentan los espectros de absorcion UV-Vis de las NPAu, NPAu-CLPFFD y NPAu-
CLPFFD recubiertas con Pluronics® P85, F127 o L121, utilizando una concentracion
>30% CMC. De los resultados obtenidos podemos observar que para ningln caso se
produjo un corrimiento de la banda plasmonica con respecto al conjugado sin recubrir
(Aiax 525 nm). Cabe sefialar que, aunque la concentracion para todas las muestras era
la misma (2,5x10'6 + 9,0x107 mM), se presentd una disminucién en la intensidad
maxima de absorbancia (expresada en unidades de absorbancia, U.A) para los

nanocompa@sitos, con respecto a las NPAuU y su conjugado (figura 3.9 y tabla 3.1).

—— NPAu
NPAu-CLPFFD

NPAuU-CLPFFD + P. P85 >30% CMC
—— NPAU-CLPPFD + P. F127 >30% CMC

0,6 1 \ == NPAU-CLPFFD + P. L121 >30% CMC
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Figura 3.9: Espectros de absorcion de NPAu (rojo), NPAu-CLPFFD (naranjo), NPAu-CLPFFD + Pluronic®
P85 (verde), F127 (azul) y L121 (negro), recubiertos con soluciones de Pluronics® con concentracion
>30% CMC. Amax para NPAuU: 519 nm. Avax muestras: 525 nm. Concentracion de NPAu en las muestras
(n=5 + SD): 2,5x10° + 9,0x10”" mM.

Muestra Amax (NmM) Absorbancia (U.A.)
NPAu 519 0,6339
NPAu-CLPFFD 525 0,5861
NPAu-CLPFFD + P. P85 >30% CMC 525 0,5614
NPAu-CLPFFD + P. F127 >30% CMC 525 0,4945
NPAu-CLPFFD + P. L121 >30% CMC 525 0,5516

Tabla 3.1: Resumen de la Auwax y absorbancia maxima (expresada en unidades de absorbancia, U.A.) para
las NPAu, el conjugado NPAu-CLPFFD y para los recubrimientos con Pluronics® utilizando soluciones
>30% CMC. n=1.
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Fue realizada una caracterizacion de los nanocompositos formados por el conjugado
utilizando Pluronics® con concentraciones por <30% CMC. En la figura 3.10 se pueden
apreciar los espectros de absorcion UV-Vis de estos nanocompositos, junto con los
formados utilizando concentraciones por >30% CMC a modo de comparacion. En
ninguno de los casos se observa un corrimiento de la banda plasmonica con respecto
al conjugado NPAuU-CLPFFD, manteniéndose una Aysy de 525 nm. Es posible observar
una disminucién aparente en la absorbancia a la Aya cOn respecto al conjugado (tabla
3.2).

—— NPAU-CLPFFD 064 —— NPAU-CLPFFD
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Figura 3.10: Espectros de absorcion. (A) NPAu-CLPFFD (negro), NPAu-CLPFFD + Pluronic® P85 a una
concentracién por > (verde) y < (azul) 30% CMC. (B) NPAu-CLPFFD (negro), NPAu-CLPFFD + Pluronic®
F127 a una concentracion por > (verde) y < (azul) 30% CMC. (C) NPAu-CLPFFD (negro), NPAu-CLPFFD
+ Pluronic® L121 a una concentracion por > (verde) y < (azul) 30% CMC. Concentracion de NPAu en las
muestras (n=5 + SD): 2,5x10° + 9,0x10” mM.
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Muestra Awmax (Nm) Absorbancia (U.A.)

NPAu-CLPFFD 525 0,5861
NPAu-CLPFFD + P. P85 <30% CMC 525 0,5036
NPAu-CLPFFD + P. F127 <30% CMC 525 0,5287
NPAu-CLPFFD + P. L121<30% CMC 525 0,5494

Tabla 3.2: Resumen de la Auwax y absorbancia maxima (expresada en unidades de absorbancia, U.A.) para

los productos de recubrimiento con Pluronics® utilizando soluciones con concentracién <30% CMC. n=1.

En la figura 3.11 se encuentran los espectros de absorcion de las NPAu sometidas al
proceso de recubrimiento con Pluronics®, utilizando concentraciones >30% CMC. Se
observa para los 3 casos, que al recubrir NPAu con Pluronics® se produce un
corrimiento de la banda plaménica hacia mayores A, con respecto a las NPAu
estabilizadas con citrato. Se observa también para los tres casos una disminucién

importante en la absorbancia a la Aysx con respecto a las NPAu (tabla 3.3).

—— NPAu — NPAu
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Figura 3.11: Espectros de absorcion. (A) Espectros de NPAu (rojo) y NPAu + Pluronic® P85 (verde). (B)
Espectros de NPAu (rojo) y NPAu + Pluronic® F127 (verde). (C) Espectros de NPAu (rojo) y NPAu-
CLPFFD + Pluronic® L121 (verde). Para todos los casos se utilizé una solucién de concentracion >30% de
Pluronic®. CMC Concentracién de NPAu para la muestra NPAu (n=5 = SD): 2,5x10° + 9,0x107 mM.

Concentracion de NPAu para los nanocompésitos (n=5 + SD): 5,0x10° + 9,0x107 mM.
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Muestra Awviax (Nm) Absorbancia (U.A.)

NPAu 519 0,6339
NPAu + P. P85 >30% CMC 521 0,4230
NPAu + P. F127 >30% CMC 522 0,4391
NPAu + P. L121 >30% CMC 520 0,4044

Tabla 3.3: Resumen de la Auwax y absorbancia maxima (expresada en unidades de absorbancia U.A.) para
NPAu y los productos de recubrimiento con Pluronics® de NPAu, utilizando soluciones con concentracion
>30% CMC. n=1.

3.3.2DLS

Para detectar cambios en el DH al recubrir NPAu y su conjugado con Pluronics®, fue
llevado a cabo un andlisis mediante DLS. Los graficos correspondientes a la
distribucion del DH de NPAu-CLPFFD recubiertas con Pluronics® utilizando
concentraciones >30% CMC, NPAu-CLPFFD recubiertas con Pluronics® utilizando
concentraciones <30% CMC y NPAu recubiertas con Pluronics® utilizando
concentraciones >30% CMC se presentan en la figura A.1, A.2 y A.3 (véase anexo),
respectivamente. Se adjunta el DH promedio, la desviacion estandar de las medidas y
el IPD entre paréntesis a cada figura. Mediante los resultados obtenidos por DLS (tabla
3.4), se puede apreciar un aumento de tamafo significativo (p < 0,05) de todos los
nanocompa@sitos con respecto al conjugado, utilizando tanto concentraciones por sobre
como por debajo de un 30% CMC. El tamafo hidrodinamico del nanocompésito NPAu-
CLPFFD + Pluronic® F127 utilizando una concentracion >30% CMC, alcanz6 un
tamafio significativamente mayor (p < 0,05), en comparacién a todas las demas
muestras de nanocompd@sitos compuestos por el conjugado NPAu-CLPFFD recubierto
con Pluronic®. Todas las deméas muestras (excluyendo a NPAu-CLPFFD + Pluronic®
F127 utilizando una concentracion >30% CMC) compuestas por el conjugado y

Pluronics®, no presentaron diferencias significativas entre ellas (p < 0,05).

Se observa de los resultados obtenidos para las NPAu recubiertas con Pluronics® P85,
F127 o L121 a concentraciones >30% CMC la aparicion de nanoparticulas con un DH
casi el doble de las NPAu estabilizadas con citrato, como también la aparicion de
nanoparticulas mas pequefias (tabla 3.4, figura A.3 y A.10, véase anexo). Segun los

datos obtenidos por el equipo, estas nanoparticulas de menor tamafio son las que se
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encuentran en mayor proporcién en comparacion a las méas grandes (Figura A.10,

véase anexo).

Muestra Concentracion DH (nm) IPD
Pluronic® utilizada

NPAu - 20,6 £ 0,3 0,326 + 0,043
NPAu-CLPFFD - 243+0,4 0,252 + 0,006
NPAu-CLPFFD + P. 27,0+£0,2 0,244 + 0,007
P85
NPAu-CLPFFD + P. 32,4+1,3 0,279 £ 0,036
F127 > 30% CMC
NPAu- CLPFFD + P. 26,5+0,1 0,315 + 0,004
L121
NPAu- CLPFFD + P. 26,8+0,4 0,236 £ 0,008
P85
NPAu- CLPFFD + P. 26,4+0,1 0,251 + 0,004
F127 <30% CMC
NPAu- CLPFFD + P. 26,3+0,5 0,258 = 0,006
L121
NPAu + P. P85 50,7 +£1,2 0,648 £ 0,036
23+04
NPAu + P. F127 52,1+2,3 0,630 + 0,041
>30% CMC 3,0+0,1
NPAu + P. L121 61,1 +3,0 0,546 = 0,006
22+0,3

Tabla 3.4: Resumen de los DH de los productos del recubrimiento de NPAu y NPAu-CLPFFD con
Pluronics®. n=3 + DS.

3.3.3 Potencial zeta

El potencial zeta de una particula se puede ver influenciado por diferentes condiciones
del medio como por ejemplo pH, constante dieléctrica de la solucién y modificacion de
la carga superficial por un recubrimiento. Debido a esto, un analisis del potencial zeta
fue llevado a cabo a los diferentes hanocompadsitos, con el fin de observar cambios en
la magnitud del potencial de la capa de contraiones formada alrededor de las
nanoparticulas. En las figuras A.4, A5y A.6 (véase anexo) se muestran los gréficos
obtenidos de potencial zeta de tres mediciones realizadas, correspondiente a NPAu-
CLPFFD recubiertas con Pluronics®, utilizando concentraciones por sobre y por debajo
un 30% CMC y NPAu recubiertas con Pluronics® utilizando concentraciones >30%
CMC. Se adjunta el potencial zeta promedio y la desviacion estandar de las medidas a
cada figura. Segun la tabla 3.5 se puede observar que para los nanocompositos

formados por NPAu-CLPFFD maés Pluronics®, utilizando concentraciones >30% de la
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CMC, existe una reduccion significativa (p < 0,05) en el valor absoluto del potencial
zeta para Pluronic® F127, con respecto al conjugado de -39,1 0,2 mV a -33,5 + 0,2
mV, no asi para Pluronic® P85 ni L121, donde no se observaron cambios significativos
(p < 0,05) en este potencial. Para los nanocompdsitos formados por NPAu-CLPFFD
mas Pluronics® P85, F127 o L121 utilizando concentraciones <30% CMC, no se
observaron cambios significativos (p < 0,05) del potencial zeta, con respecto al
conjugado sin recubrir. En cuanto al recubrimiento de NPAu con Pluronics® P85, F127
0 L121 utilizando concentraciones >30% CMC, se puede observar que se produjo una
reduccién significativa marcada (p < 0,05) en el potencial zeta (en valor absoluto) en
comparacion a su contraparte, las NPAu estabilizadas con citrato.

Muestra Concentracion Potencial zeta (mV)
Pluronic® utilizada

NPAuU - -45,4 + 0,9

NPAu-CLPFED - -39,1+0,2

NPAu-CLPFFD + P. -39,4+0,2
P85

NPAu-CLPFFD + P. > 30% CMC -33,5+0,2
F127

NPAu- CLPEFD + P. -40,3+ 0,6
L121

NPAu- CLPFFD + P. -39,2+0,8
P85

NPAu- CLPEED + P. <30% CMC -39,0+0,9
F127

NPAu- CLPFFD + P. -40,0+0,4
L121

NPAuU + P. P85 -18,6 £ 0,5

NPAuU + P. F127 >30% CMC -15,9+0,5

NPAuU + P. L121 -29,2+0,2

Tabla 3.5: Resumen de los potenciales zeta de los diferentes productos del recubrimiento con Pluronics®.
n=3 £ DS.

3.34TEM

Cabe mencionar que las muestras con Pluronics® observadas por TEM fueron las
NPAu y sus conjugados NPAu-CLPFFD recubiertos con Pluronic® P85, F127 y L121,
utilizando soluciones con concentracion >30% CMC (figura 3.12). Se puede observar

gue las NPAu conjugadas al péptido CLPFFD-NH, mantienen su forma y tamafio con
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respecto a las NPAu. Las zonas oscuras corresponden a la tincion de material
orgéanico, producto de la incorporacion de acetato de uranilo al 1% al momento de la
preparacion de la muestra. Es posible observar un pequefio halo alrededor de las
NPAu de las micrografias 3.12-A y B, correspondientes a NPAu-CLPFFD recubiertas
con Pluronic® P85 y F127 utilizando concentraciones >30% CMC. En las demas

micrografias se puede apreciar la ausencia de este halo alrededor de las NPAu.

Figura 3.12: Imagen TEM representativa de (A) NPAu-CLPFFD + Pluronic® P85, (B) NPAuU-CLPFFD +
Pluronic® F127, (C) NPAU-CLPFFD + Pluronic® L121, (D) NPAu + Pluronic® P85, (E) NPAu + Pluronic®
F127, (F) NPAu + Pluronic® L121, todas las muestras utilizando concentraciones >30% CMC de
poloxamero. Las barras equivalen a 200 nm.
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3.4 Determinacion de la concentracion de NPAu en las muestras

Véase seccion 2.4 para mas detalles respecto al método utilizado. La concentracion

promedio de NPAu para todas las muestras fue de 1,0x10®° +9,0x107 mM.
3.5 Termogravimetria

Las condiciones a las cuales se llevd a cabo el andlisis termogravimétrico estan
descritas en la seccién 2.5. En la figura 3.13 se encuentran los termogramas o curvas
termogravimétricas (TG). También se representa la primera derivada de esta curva
(DTG). Se indica ademas cada etapa correspondiente a la pérdida de masa asociada a
un proceso en particular, junto a la T° a la cual se alcanza la maxima velocidad de
reaccion. Las etapas de las muestras correspondientes a NPAu, NPAu-CLPFFD vy los
nanocompa@sitos formados por el recubrimiento del conjugado NPAu-CLPFFD,
utilizando Pluronic® P85, F127 y L121 a una concentracion >30% CMC se encuentran
descritas en la tabla 3.6. En la tabla 3.7 se describe en detalle la ETAPA 1 de cada
muestra, la cual estd asociada a la pérdida de agua por parte de ellas en funcion de la
To.

Muestra mo (MQ) ETAPA Ti (°C) T¢ (°C) Tmax (°C) Am (%)
NPAu 6,522 1 38,2 198,2 88,5 9,5
2 243,2 310,7 285,3 9,2
3 373,2 493,2 431,9 7,2
NPAu-CLPFFD 2,769 1 30,2 205,2 73,1 22,4
2 2477 302,7 287,6 7,1
3 350,2 432,2 385,2 4,5
NPAu-CLPFFD + 0,792 1 27,9 135,4 74,4 20,8
P. P85 >30% CMC 2 227,9 305,4 288,8 25,7
3 317,9 410,4 359,2 38,4
NPAu-CLPFFD + 0,723 1 28,0 158,0 59,0 20,8
P. P85 >30% CMC 2 283,0 390,5 339,1 21,3
NPAu-CLPFFD + 3,675 1 28,3 193,3 76,0 14,8
P. P85 >30% CMC 2 245,8 313,3 285,0 10,9
3 365,8 513,3 447,0 9,1

Tabla 3.6: Descripcion de las etapas de cada termograma. mo: masa inicial de la muestra. T;: T° inicial del
proceso. Ty T° final del proceso. Tuax: T° de maxima velocidad de reaccién. Am: diferencia porcentual de

masa. n=1.
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Figura 3.13: TG (azul) y DTG (rojo) de (A) NPAu, (B) NPAU-CLPFFD, (C) NPAuU-CLPFFD + Pluronic® P85,
(D) NPAU-CLPFFD + Pluronic® F127 y (E) NPAu-CLPFFD + Pluronic® L121. Todos los nanocompadsitos se
formaron utilizando concentraciones de Pluronic® >30% CMC. Se presenta en cada grafico las etapas de

pérdida de masa asociada a un proceso en particular y las T° de maxima velocidad de reaccion para cada

una de ellas. Los rangos de las etapas se encuentran descritos en la tabla 3.6.
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Muestra ETAPA Rango Ti-Tt Am mo (mg) | Masa H,O N° Ne

(°C) (%) (mg) Moléculas | Moléculas
de H,O H>O/mog
x10"? | (x10"°/mg)

NPAu 1 38,2 -198,2 9,5 6,522 0,620 2,074 0,318
NPAu-CLPFFD 1 30,2 - 205,2 22,4 2,769 0,620 2,074 0,749
NPAu-CLPFFD + 1 27,9 - 1354 20,8 0,792 0,165 0,552 0,697
P. P85 >30%
CMC
NPAu-CLPFFD + 1 28,0 - 158,0 20,8 0,723 0,150 0,502 0,694
P. F127 >30%
CMC
NPAu-CLPFFD + 1 28,3 -193,3 14,8 3,675 0,544 1,819 0,495
P.L121 >30%
CMC

Tabla 3.7: Descripcion detallada de la ETAPA 1 para cada muestra. Se muestra el nimero de moléculas
de agua pérdidas durante este proceso. mg: masa inicial de la muestra. T;: T° inicial del proceso. Ty T° final
del proceso. Am: diferencia porcentual de masa. Peso molecular H>O: 18 g/mol. Na (niUmero de Avogadro):

6,02 x 10% moléculas/mol.
3.6 PAMPA

Las muestras de NPAu, NPAu-CLPFFD y los nanocompdsitos recubiertos con
Pluronic® P85, F127 o L121 utilizando concentraciones >30% CMC y los controles
tiopental y L-DOPA fueron depositadas en los pocillos donores. Se dejo el sistema en
agitacion mecanica orbital a 170 rpm, a T° ambiente y en una atmosfera saturada de
humedad. Transcurrido 24 horas de la incubaciéon del sistema PAMPA, 200 pL fueron
recolectados de cada uno de los pocillos de las placas aceptoras y donoras. No se
recolecté6 muestra de los pocillos correspondientes a las NPAu debido a que se genero
un fenémeno de agregacién. Posteriormente, fueron realizadas mediciones
espectrofotométricas segun las especificaciones indicadas en la seccion 2.4. En la
figura 2.2 A y B se presentan respectivamente las curvas de calibracién para el
tiopental y L-DOPA obtenidas (véase seccion 2.6). L-DOPA (control negativo) presentd
un nulo traspaso a través de la membrana mientras que tiopental (control positivo)
present6 una P, de 16,7 £ 1,9 cm/s luego de las 24 horas de incubacion (ver tabla 3.8
parte superior). En la tabla 3.8, parte inferior, se muestran los resultados de P, y %
permeabilidad de cada muestra. No se observd traspaso de NPAu a través de la

membrana fosfolipidica de FC para ninguna de las muestras en estudio.
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Muestra Ap (U.A) | Aa(U.A) Co Ca Pe (cm/s) Porcentaje
(ng/mL) | (ng/mL) permeabilidad
(%)
L-DOPA (control 2,754 + 1975+ 0 0 0
negativo) 0,009 0,7
Tiopental (control 5,899 + 2,906 + 1919+ 94,4 16,7+1,9 49,2+0,4
positivo) 0,022 0,7 0,6
Muestra Ap An Cpo (mM) Ca Pe Porcentaje
(U.A) (U.A) (mM) | (cm/s) | permeab. (%)
NPAU = - = - : :
NPAu-CLPFFD 2,342 £ 0 1,0x10°+1,0x10° 0 0 0
0,262
NPAU-CLPFFD + | 2,190 + 0 1,0x10°+2,0x10° 0 0 0
P.P85 >30% CMC | 0,472
NPAU-CLPFFD + | 1,986 + 0 8,8x10°+3,0x10" 0 0 0
P.F127 > 30% 0,073
CMC
NPAU-CLPFFD + | 2,145 + 0 9,5x10°+2,0x 10" 0 0 0
P.L121 > 30% 0,057

CMC

Tabla 3.8: Absorbancias y concentraciones promedios obtenidas del compartimento donor y aceptor, Pe y
% permeabilidad para las distintas muestras (parte inferior) y controles (parte superior). Ap: absorbancia
compartimento donor. Aa: Absorbancia compartimento aceptor. Cp: Concentracion compartimento donor
luego de 24 horas de incubacion. Ca: Concentracion compartimento aceptor luego de 24 horas de
incubacién. Pe: Permeailidad efectiva. n=3 + SD.

3.7 Estudio de alteraciones en la permeabilidad y estabilidad de liposomas
3.7.1 Ensayo de permeabilidad de liposomas

Para determinar el efecto producido sobre la permeabilidad de membranas bioldgicas
de los diferentes nanocompdsitos, es decir NPAu-CLPFFD recubiertos con Pluronics®
P85, F127 o L121 utilizando concentraciones >30% CMC, fue llevado a cabo un
ensayo que permite evaluar cambios en la permeabilidad de la membrana a través de
la liberacion de CF hacia el exterior de LCF. En la figura 3.14 se muestran los gréficos
% fluorescencia (respecto del total liberado al solubilizar los liposomas en ausencia de
nanocompa@sito, polimero o nanoparticula) vs tiempo, de las diferentes muestras de
interés. En la tabla A.1 (véase anexo) se resumen los resultados obtenidos para este

ensayo.
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Segun los resultados obtenidos, en ningun caso la presencia de nanoparticulas produjo
disminucion de la intensidad de fluorescencia (quenching) al realizar la incubacién de
CF con las nanoparticulas (resultados no mostrados). NPAu y NPAu-CLPFFD no
presentaron sefial de fluorescencia durante el ensayo. Asimismo, estas nanoparticulas
con LCF no provocaron liberacién de CF durante el tiempo estudiado (resultados no
mostrados). Los tres polimeros en solucién produjeron un aumento de la liberacién de
CF, lo cual puede relacionarse con cambios en la permeabilidad. Cabe sefialar que los
nanocompa@sitos produjeron menor porcentaje de liberacion de CF, con respecto a las
correspondientes  soluciones de Pluronics®. Notablemente, para los tres
nanocompa@sitos, el porcentaje de fluorescencia inicial fue significativamente menor (p
< 0,05) que para los polimeros en solucién (tiempo 0, figura 3.14). Se observa ademas
de la figura 3.14, que la permeabilidad en todos los casos (nanocompdsitos vy
polimeros en solucion) aumentd con el tiempo y que la pendiente de las curvas para
cada muestra de nanocomp@sito, fue similar a su correspondiente solucién de polimero

a todo tiempo de ensayo.

Durante las 3 primeras horas se alcanz6 la mayor pendiente graficada para todas las
muestras de nanocompositos y soluciones de polimeros (figura 3.14). Luego de este
tiempo, la pendiente disminuy6 estabilizdndose hasta las 24 horas. Después de los 30
minutos, NPAu-CLPFFD recubierto con Pluronic® P85 o F127 utilizando
concentraciones >30% CMC liber6 porcentajes similares de CF (diferencias no
significativas, p < 0,05), mayores que para los nanocompdsitos recubiertos con L121 a

la misma concentracion, a todo tiempo de ensayo.

50



50
a5 ]
40 ]
35 ]
30

LCF + P. P85

25 .
1 }/ LCF + P. F127
20 [

% Fluorescencia

LCF + P. L121

1 LCF + NPAuU-CLPFFD + P. P85
151 LCF + NPAU-CLPFFD + P. F127
10 a LCF + NPAuU-CLPFFD + P. L121

200 O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tiempo (min.)

Figura 3.14: Cuantificacién de la fluorescencia emitida por CF liberada de LCF con respecto al tiempo,
debido a la interaccién con NPAu-CLPFFD + Pluronic® P85, NPAu-CLPFFD + Pluronic® F127, NPAu-
CLPFFD + Pluronic® L121, Pluronic® P85, Pluronic® F127 y Pluronic® 121, todas las muestras utilizando
concentraciones >30% CMC de polimero. LCF: Liposoma de FC con CF encapsulada. El porcentaje (%)
de fluorescencia fue calculado mediante la cuantificacion de la fluorescencia a los tiempos indicados con
respecto a la fluorescencia total obtenida al solubilizar el liposoma por completo empleando SDS (véase

seccion 2.7.1.2).

3.7.2 Ensayo estabilidad de liposomas e interaccién con hanocompa@sitos

Para observar modificaciones en la estabilidad de liposomas de FC se realizé un
estudio de DLS, determinandose los cambios en los DH de estos en funcion del
tiempo. Asimismo, para estudiar la interaccion liposoma-muestra se empled esta
misma metodologia. En la figura 3.15 se muestran graficos que representan los DH
promedio de los liposomas a los distintos tiempos de incubacién de estos con las
muestras. En la figura 3.16 se muestran los graficos de distribucién de tamafio a los
distintos tiempos de incubacion, obtenidos a partir de los datos entregados por el
equipo. En la tabla A.2 (véase anexo) se resumen los resultados obtenidos por este
ensayo. Fueron estudiados los nanocompdésitos de NPAu-CLPFFD recubiertos con
Pluronics® P85, F127 o L121 utilizando concentraciones por >30% CMC, liposomas
solos (control), liposomas + NPAu, liposomas + NPAu-CLPFFD y liposomas +

soluciones de Pluronics® P85, F127 o L121 a una concentracién >30% CMC,.

Con respecto a la figura 3.15-A, en donde se incubd liposomas con soluciones de

Pluronics® a una concentracién >30% CMC, se pudo observar que a la primera hora
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ninguna de las soluciones produjeron cambios significativos (p < 0,05) en el DH
promedio de los liposomas, con respecto a los controles. A la tercera hora se observo
un aumento significativo (p < 0,05) en el tamafio de los liposomas, cuando estos
estaban en contacto con Pluronic® F127, mientras que P85 y L121 no presentaron
cambios significativos (p < 0,05). A las 24 horas los 3 casos presentaron un aumento
significativo (p < 0,05) del DH promedio de los liposomas. También fueron realizados
estudios de NPAu y/o NPAu-CLPFFD mas liposomas (figura 3.15-C). A la primera
hora, el control con NPAu tendié a la agregacion, formando un agregado sélido en el
fondo de la cubeta. La inestabilidad de las NPAu estabilizadas sélo con citrato frente al
tampén TRIS pudo haber provocado este fenémeno. El control de liposomas con
NPAu-CLPFFD permanecié estable, sin agregacion y manteniendo el DH promedio de

los liposomas durante todo el ensayo (figuras 3.15-C y 3.16-A).

Como se puede observar en la figura 3.15-B, el nanocompésito formado por NPAu-
CLPFFD + Pluronic® F127 fue el Ginico que produjo un aumento significativo (p < 0,05)
del DH promedio de los liposomas, con respecto a los liposomas control al inicio del
ensayo (tiempo 0). Posteriormente, se registr6 a la primera hora de ensayo una
disminucién del DH promedio de los liposomas en contacto con este nanocompdsito,
aunqgue el tamafio sigui6 siendo significativamente mayor (p < 0,05) en comparacion al
control (figura 3.15-B). A la tercera hora de incubacién, la muestra con este
nanocomposito siguié presentando una disminucién en el DH promedio de los
liposomas, incluso llegando a ser significativamente (p < 0,05) mas pequefios que el
control (figura 3.15-B). Este tamafio se mantuvo sin cambios significativos (p < 0,05)
hasta las 24 horas de incubacion. Asimismo, en la figura 3.16-C que corresponde a la
distribucion de poblacién de tamafios para el nanocompdsito NPAu-CLPFFD +
Pluronic® F127, se puede apreciar la disminucion del DH de los liposomas con un
aumento concomitante de la intensidad del pico en funcién del tiempo. Ademas, es
posible observar que el pico correspondiente al nanocompdsito (20 nm), también

presentd un incremento aparente en la intensidad registrada a las 24 horas.

A diferencia del nanocompdésito anterior, para el nanocompdésito formado por NPAu-
CLPFFD + Pluronic® L121 a la primera hora, no se observaron cambios significativos (p

< 0,05) en el DH promedio de los liposomas (figura 3.15-B). Sin embargo, a la tercera
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hora del ensayo se produce un incremento significativo (p < 0,05) en el DH de los
liposomas incubados con este nanocomposito. Este incremento continua hasta las 24
horas de incubacion. En relacibn a esto, en la figura 3.16-D se observa que la
intensidad del pico correspondiente a los liposomas aumenta y el de los
nanocompasitos disminuye en funcién del tiempo. Como se logra observar de la misma
figura, a la tercera hora la intensidad del pico correspondiente a los liposomas se
ensancha, se desplaza hacia mayores tamafos y aumenta en intensidad con respecto
a la primera hora. A las 24 horas se observa tanto una disminucién en la intensidad del
pico de liposomas, como también un acercamiento de este hacia el pico de

nanocompasitos (figura 3.16-D y E).

Para los liposomas incubados con el nanocompdsito formado por NPAu-CLPFFD +
Pluronic® P85 (figura 3.15-B), se produce una reduccion significativa (p < 0,05) del
tamafio detectable a las 24 horas de incubacion. Segun se observa en la figura 3.16-B,
recién a las 24 horas se observa un aumento en la intensidad del pico correspondiente
a los liposomas y una disminucién de intensidad del pico correspondiente a los

nanocompaositos.
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Figura 3.15: Gréficos representando los DH de los liposomas de FC a las 0, 1, 3 y 24 horas de incubacién:
(A) Lip. + P. P85, Lip. + P. F127, Lip. + P. L121 (B) Lip. + NPAu-CLPFFD + P. P85, Lip. + NPAu-CLPFFD
+ P. F127, Lip. + NPAuU-CLPFFD + P. L121. (C) Lip. + NPAu, Lip. + NPAu-CLPFFD. Concentracién de

Pluronic® >30% CMC para todas las muestras. Como control se usoé liposomas de FC. n=3 + SD.
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Figura 3.16: Graficos representativos de la distribucion de tamafios obtenidos de los datos entregados por

el DLS. Se presenta la distribucién de tamafio de las muestras a las 0, 1, 3y 24 horas de incubacion: (A)

Lip. + NPAU-CLPFFD, (B) Lip. + NPAU-CLPFFD + P. P85, (C) Lip. + NPAU-CLPFFD + P. F127 y (D) Lip. +
NPAu-CLPFFD + P. L121, (E) Lip. + NPAu-CLPFFD + P. L121 (diferente perspectiva de (D)).

Concentracion de Pluronic® >30% CMC para todas las muestras.
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Capitulo 4

Discusion de resultados
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4.1 Caracterizacion de las NPAu
4.1.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Mediante la caracterizacion de NPAu estabilizadas con citrato a través de
espectrofotometria de absorcibn molecular, se obtuvo una banda correspondiente al
plasmon superficial caracteristica para tamafios entre 10 y 20 nm,®> dando como
resultado una Aysx de 519 nm (figura 3.1). Este resultado es indicativo de una correcta
sintesis de NPAu, que segun la banda de plasmén superficial obtenida, presentaron
tamafios adecuados para las aplicaciones bioldgicas propuestas. Cabe sefalar que el
valor de Ay Obtenido es indicativo de la ausencia de agregacion por parte de estas

NPAu, ya que no se observo un corrimiento hacia mayores A con respecto a 519 nm.”
4.1.2DLS

Los resultados obtenidos mediante DLS (figura 3.2) indicaron que el DH que
presentaron las NPAu fue de 20,6 + 0,3 nm (IPD de 0,326). El valor obtenido del DH
por DLS puede ser superior al observado por TEM, debido a que por esta técnica de
microscopia se observa la estructura metalica correspondiente al conjugado y por DLS
se determina el radio hidrodinamico que involucra la esfera de hidratacién y la capa
difusa de la nanoestructura. Por lo tanto, fue necesario realizar una caracterizacion
mediante TEM (siguiente seccién), la cual permiti6 complementar los resultados

obtenidos por DLS, obteniéndose promedios de tamafios menores (12,3 + 1,4 nm).
4.1.3TEM

Tanto para complementar los resultados obtenidos mediante DLS como también
observar las caracteristicas morfoloégicas que presentaron las NPAu, estas fueron
caracterizadas mediante TEM (figura 3.4). Los resultados obtenidos mediante este
método sumado a los obtenidos mediante UV-Vis y DLS, corroboraron la existencia de

NPAu homogéneas en tamafio y forma y con un bajo grado de agregacion.
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4.1.4 Potencial zeta

Un andlisis del potencial zeta fue llevado a cabo con el fin de determinar la carga
superficial promedio de las NPAu (figura 3.3). La magnitud del potencial zeta obtenido
para estas fue de -45,4 £ 0,9 mV, valor negativo debido a las moléculas de citrato que
estabilizan a las NPAu. Estas moléculas de citrato poseen 3 grupos carboxilicos
cargados negativamente a pH 7,4, las cuales estarian contribuyendo a este potencial.’
Es importante resaltar que en estos sistemas de coloides dispersos, se requiere que
las NPAu posean una carga superficial alejada de la neutralidad (distinta de cero), para
favorecer la repulsion electrostatica entre ellas y asi mejorar los parametros de

estabilidad de la dispersion.

4.2 Obtencidon y caracterizacion del conjugado de NPAu con el péptido CLPFFD-
NH,

4.2.1 Preparacién del conjugado NPAu-CLPFFD

Las NPAu fueron conjugadas al péptido CLPFFD-NH, segun se describié en la seccion
2.2.1. La conjugaciéon de las NPAu con este péptido se realiz6 con la finalidad de
aumentar la estabilidad del coloide debido a repulsiones estéricas y electroestéticas,
reducir su retencion por el SRE del organismo al disminuir (en valor absoluto) el
potencial zeta de las NPAu, cuando se conjugan y favorecer la interaccion de estas con
ATApB formados en la EA°

4.2.2 Caracterizaciéon del conjugado NPAu-CLPFFD
4.2.2.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Mediante caracterizaciéon UV/Vis del conjugado NPAu-CLPFFD fue posible observar un
corrimiento de la banda de resonancia plasmoénica superficial hacia el infrarrojo con
respecto a las NPAu estabilizadas con citrato (de 519 a 525 nm, figura 3.5). Este
fendmeno podria atribuirse a una modificacion de la superficie metalica por las
moléculas de péptido conjugadas a las NPAu. Este proceso consiste en el reemplazo

de las moléculas de citrato por moléculas de péptido, debido a una competencia de
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afinidad por la superficie de la NPAu. El péptido CLPFFD-NH, posee un residuo de Cys
que contiene un grupo tiol, el cual permite una interaccion fuerte de tipo covalente con
la superficie de oro, a diferencia de la interaccion electrostatica producida con las
moléculas de citrato.” Esta interaccion del grupo tiol con la superficie de la NPAu se
hace aditiva a la de la amina primaria que se encuentra en la parte N-terminal, debido a
que los grupos aminos son conocidos por tener interacciones fuertes con superficies de

oro.’

4.2.2.2DLS

Segun la figura 3.6 correspondiente al andlisis mediante DSL, se obtuvo que el DH del
conjugado fue de 24,3 + 0,4 nm (IDP de 0,252). El tamafio obtenido para el conjugado
fue significativamente mayor (p < 0,05) que para las NPAu estabilizadas con citrato
(20,6 £ 0,3 nm), lo cual puede indicar la existencia de cambios en el entorno, 0 mas
bien de la superficie de las NPAu al ser conjugadas.’ En un estudio realizado por
Kogan y cols.*®, propusieron que el péptido adquiere una disposicién espacial orientada
ortogonalmente con respecto a la superficie de la NPAu (figura 1.3). Esta disposicion

podria estar involucrada en el aumento del DH del conjugado.
4.2.2.3 TEM

De la micrografia obtenida para el conjugado (figura 3.8) se puede observar que las
NPAu mantienen su forma, tamafio y homogeneidad luego de la conjugacién con el
péptido CLPFFD-NH,. Lo anterior podria ser indicativo de que el proceso de
conjugacion no afecta la estabilidad de las NPAu. Notablemente, aunque se realizd una
tincion con acetato de uranilo al 1%, no se pudo verificar la presencia de la capa de
péptido posiblemente debido al pequefio espesor de la misma (aproximadamente 1,2

nm).
4.2.2.4 Potencial zeta

La disminucién en el potencial zeta (en valor absoluto) observada del conjugado con
respecto a las NPAu (de -45,4 £ 0,9 mV a -39,1 £+0,2 mV, respectivamente) puede ser

atribuida al reemplazo de los iones citrato, que contienen tres cargas negativas
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formales a pH 7,4 por moléculas de péptido CLPFFD-NH, que contienen sélo una

carga formal negativa a este mismo pH.’

4.3 Caracterizacion del conjugado NPAu-CLPFFD recubierto con Pluronic® P85,
F127 o L121

Los nanocompdsitos utilizados para los estudios de termogravimetria, PAMPA y los
ensayos de permeabilidad y estabilidad de liposomas, fueron los recubiertos con
soluciones de Pluronics® P85, F127 o L121 a una concentracién >30% CMC. Esta
concentracion fue escogida con la finalidad de normalizar las concentraciones
utilizadas y asi establecer correctos criterios de comparacién entre los copolimeros
utilizados. Ademas, a concentraciones por sobre la CMC se alcanza una maxima
cantidad de monémeros, pudiendo optimizar la cantidad disponible para recubrir cada
NPAu.

La cantidad de unidades monoméricas de los poloxameros permanece constante y en
equilibrio con las micelas formadas a concentraciones superiores a la CMC. Toda
unidad copolimérica agregada a la solucion por sobre esta concentracion critica,
pasara a formar parte de micelas para mantener condiciones energéticas favorables
para el sistema.* De esta manera se barajarian 2 hipétesis preliminares, con respecto
al mecanismo de recubrimiento al utilizar concentraciones por sobre la CMC. Por un
lado, el recubrimiento ocurre por interaccion entre el monémero y la superficie
conjugada de la NPAu, y por otro, el recubrimiento ocurre por la formacién de micelas

las cuales secuestran a las NPAu.

Para esclarecer si el mecanismo de recubrimiento del conjugado NPAu-CLPFFD con
estos copolimeros se debe a una interaccion de la unidad monomérica con el péptido
alojado en la superficie de la NPAu, logrando asi recubrirla, y no a la encapsulacion de
este conjugado por las micelas formadas, fueron realizados estudios preliminares.
Estos estudios consistieron en la caracterizacion de NPAu estabilizadas con citrato
sometidas al proceso de recubrimiento con Pluronics® P85, F127 o L121, utilizando una
concentracion >30% CMC, y NPAu-CLPFFD sometidas al mismo proceso con estos

copolimeros, utilizando una concentracién <30% CMC. El primer estudio daria indicios
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preliminares del tipo de interaccioén del polimero con la NPAu y el segundo daria luces

de la implicancia de las micelas en el proceso de recubrimiento.
4.3.1 Espectrofotometria de absorcion molecular

Los resultados obtenidos mediante caracterizacion por UV/Vis pueden ser indicativos
de que el proceso de recubrimiento no produce desestabilizacion del conjugado
(agregacion), ni alteracion en la union del péptido con la NPAu. Por otro lado, se
observa de la figura 3.9 y la tabla 3.1, una disminucion aparente de los valores de
absorbancia obtenidos a Ayax con respecto al conjugado NPAu-CLPFFD. Siendo que la
concentracion de NPAu para todas las muestras es la misma, esta disminucion podria
atribuirse a cambios en el indice de refraccion del medio, debido a la presencia de
copolimeros en solucion, o bien a un posible apantallamiento producido por el
recubrimiento con los diferentes Pluronics®. De la misma manera, puede observarse
una disminucion aparente de la absorbancia a Ays cuando la NPAu es conjugada al
péptido CLPFFD-NH,, lo cual también puede ser atribuible a modificaciones en el

medio y/o a la nanoparticula.

Resultados similares a los descritos en el parrafo anterior fueron obtenidos al recubrir
el conjugado NPAu-CLPFFD con Pluronics® P85, F127 o L121, utilizando
concentraciones <30% CMC (figura 3.10). Esto puede ser indicativo de que no ocurrié
desestabilizacion de las NPAu, ni alteracion en el conjugado durante el proceso de
recubrimiento. También es posible observar una disminucion aparente en la
absorbancia a la Ans de los nanocompdésitos, con respecto al conjugado. Esto podria
ser atribuido a un cambio en el indice de refraccion del medio y/o a modificaciones en

la NPAu de la misma manera descrita en el parrafo anterior.

Las NPAu estabilizadas con citrato sufrieron un fendmeno de precipitacion cuando se
intentaron recubrir con Pluronic®, utilizando concentraciones por <30% CMC, mientras
que las recubiertas con Pluronic®, utilizando concentraciones >30% CMC presentaron
una inestabilidad que se corrobor6 mediante DLS (véase anexo figura A.3 y A.10) y
UV/Vis (figura 3.11). Los fendmenos observados de la figura 3.11, es decir el

corrimiento de la banda plasmoénica hacia mayores A como también la diminucion en
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las U.A. correspondientes a la Aysx para los 3 casos, podrian deberse a procesos de

agregacion de NPAu, a modificaciones en el medio, o a una mezcla de ambos.
4.3.2DLS

Los aumentos registrados en el DH de los hanocompdsitos mediante DLS (tabla 3.4)
podrian atribuirse a cambios en el medio donde se encuentran inmersas o bien a
cambios en el entorno préximo a ellas. Teniendo en cuenta que las micelas de los
Pluronics® poseen un DH promedio entre 20 a 80 nm,* existe la posibilidad de que
estas sean capaces de “secuestrar” NPAu dentro de ellas. Analisis detallados de la
informacién obtenida mediante DLS permitié6 descartar esta posibilidad, debido a que
cuando se observa el numero de particulas vs el DH obtenido (figura A.7-A.9, véase
anexo), en todos los casos sOlo es apreciable el pico correspondiente a los
nanocompa@sitos (tamafo que bordea los 11-13 nm). Esto indicaria que la cantidad de
micelas, en comparacién con los nanocompdsitos, se vuelve imperceptible para el
equipo. Lo anterior, sumado al aumento significativo del DH del nanocompdsito
formado por Pluronic® F127 utilizando una concentracion >30% CMC, permitiria deducir
gue el mecanismo de recubrimiento se atribuye a la interaccion de los monémeros con
el conjugado NPAu-CLPFFD. Esto se confirma ademas por el hecho de que en todos
los casos, el conjugado NPAu-CLPFFD recubierto con Pluronic® utilizando
concentraciones <30% CMC mostraran un aumento significativo del DH, con respecto
al conjugado sin recubrir, a pesar de que la concentracion no es suficiente para la

aparicion de micelas.

El fenémeno observado para las NPAu recubiertas con Pluronics® P85, F127 o L121 a
concentraciones >30% CMC, es decir la aparicion de NPAu de diferentes tamafios,
puede ser atribuido a un proceso de agregacion debido a la falta de estabilidad por
parte de las NPAu frente al proceso de centrifugacion, requerido para la formaciéon de
los nanocompdsitos (véase seccion 2.3.2). Esto estaria indicando, por lo tanto, que el
proceso de conjugacion de la NPAu podria otorgarle una mayor estabilidad, la cual
seria suficiente para mantener a las nanoparticulas estables frente al proceso de
recubrimiento, evitdndose un grado mayor de agregacion. Un analisis mediante TEM

fue necesario para complementar la informacion obtenida por DLS.
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4.3.3 Potencial zeta

Una caracterizacion a través del potencial zeta fue realizada a los diferentes
nanocompasitos, para verificar cambios en la carga superficial luego de someter las
NPAu y su conjugado al proceso de recubrimiento con los poloxdmeros en estudio. Se
observa de los resultados obtenidos mediante este método (tabla 3.5), una disminucion
significativa (de -39,1 +0,2 mV a -33,5 = 0,2 mV) en valor absoluto del potencial zeta
del conjugado NPAu-CLPFFD recubierto con Pluronic® F127 utilizando una
concentracion >30% CMC, en comparacion al conjugado sin recubrir. Esto podria
atribuirse a los cambios producidos en el entorno préximo al conjugado. Modificaciones
de la capa de contraiénes debido a la presencia de mondémeros de copolimero de
caracteristicas no i6nicas en el entorno préximo a la NPAu, podria estar reduciendo (en
valor absoluto) el potencial zeta de la nanoparticula. Existe la posibilidad de que esta
modificacion dependa de como los mondmeros se posicionan sobre la particula,
afectando de diferente forma el potencial zeta de la NPAu. Para lo anterior, son
necesarios estudios posteriores con respecto a la disposicion y cantidad del
recubrimiento para el completo entendimiento de este fendmeno. Es importante
recalcar que este Pluronic® puede ser util para disminuir el secuestro de NPAu por el
SER, aumentando la biodisponibilidad a nivel de SNC debido a la reduccién

significativa del potencial zeta registrada.

En cuanto a los demas nanocompdsitos formados por NPAu-CLPFFD recubiertos con
Pluronic®, utilizando concentraciones por sobre o debajo de un 30% CMC, no se
observan cambios significativos del potencial zeta con respecto al conjugado sin
recubrir. Esto podria indicarnos que estos Pluronics®, a las concentraciones indicadas,

no son capaces de recubrir la NPAu completamente, no modificando este potencial.

Se puede observar de la tabla 3.5 que el recubrimiento de NPAu con Pluronics® P85,
F127 o L121 utilizando concentraciones >30% CMC, produjo una reduccién
significativa en el potencial zeta (en valor absoluto) en comparacién a su contraparte,
las NPAu estabilizadas con citrato. Esta reduccién podria atribuirse a la aparicion de
NPAu de menor tamafio (figura A.10, véase anexo). La disminucién en el tamafio

observado mediante DLS y TEM (figura 3.12) estaria reduciendo el area superficial de
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las NPAu, lo cual conllevaria a una disminucién en el nimero de moléculas de citrato,
estabilizando la NPAu. Lo anterior sumado a cambios en el entorno producido por la
incorporacion de poloxadmeros al medio, podria estar dando como resultado la

disminucion en el potencial zeta (en valor absoluto) registrado.
4.3.4 TEM

Con el fin de caracterizar y complementar los resultados obtenidos por DLS, fueron
obtenidas micrografias TEM de nanocompdsitos. Al observar las micrografias Ay B de
la figura 3.12, correspondientes a los nanocompdésitos formados por NPAu-CLPPFD
recubiertos con Pluronic® P85 y F127 utilizando concentraciones >30% CMC
respectivamente, se notd la presencia de un pequefio halo tefido alrededor de las
NPAu. Esta tincién seria indicativa de la presencia de material organico rodeando la
nanoparticula. Esto no ocurre en el caso de NPAu-CLPFFD + Pluronic® L121 a la
misma concentracion (figura 3.12-C). De la figura 3.12-C se observa la ausencia de
material organico rodeando las NPAu, indicando la posibilidad de que este poloxadmero
no es capaz de recubrirla, o bien el recubrimiento no es apreciable mediante TEM. Para
Pluronics® P85 y F127, estos resultados se condicen con el aumento de tamafio
significativo detectado por DLS, con respecto al conjugado. Cabe mencionar que
existiria la posibilidad de que el halo de tincion formado, pueda atribuirse a que el
polimero haya adoptado una distribucién alrededor de la particula al momento de la

preparacion de la muestra, siendo este un artefacto.

Para obtener mayor informacion acerca de la interaccion del poloxamero con la
superficie de la nanoparticula, fueron obtenidas micrografias por TEM de NPAu
sometidas al proceso de recubrimiento con Pluronics® P85, F127 o L121 utilizando
concentraciones >30% CMC (Figura 3.12 D, E y F). De estas micrografias se puede
observar la ausencia de un halo de tincion alrededor de nanoparticulas individuales o

grupales.

Estos resultados indicarian la necesidad de un componente sobre la superficie de la
NPAu, a modo de anclaje para los monémeros de Pluronics®. En este caso en

particular, el péptido CLPFFD-NH, de caracter anfifilico conjugado a la superficie de la
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nanoparticula interactuaria con estos monomeros, los cuales también poseen
caracteristicas anfipaticas. Sin embargo, se observa que no todos los poloxdmeros
serian capaces de interactuar con el péptido CLPFFD-NH, ubicado en la superficie de
la NPAu. En concordancia con lo anterior, se observa que el Pluronic® L121 no
interactuaria con estas nanoparticulas, posiblemente atribuible a las marcadas
caracteristicas hidrofébicas que posee (HLB de 1), no asi para Pluronic® P85 y F127
que poseen caracteristicas mas hidrofilicas (HLB de 16 y 22, respectivamente). El
Pluronic® L121 posee dentro de su cadena polimérica una relacion PPO/PEO de ~7, lo
cual significaria que de cada 7 unidades centrales PPO hidrofobicas, posee ~2
unidades PEO hidrofilicas a sus extremos.** Por otro lado, el aminoacido que se
encuentra en el extremo contrario al anclaje del péptido a la NPAu es el Asp,
aminoacido hidrofilico, con un grupo polar cargado a pH 7,4 ubicado en la cadena
lateral. Como consecuencia de lo anterior, la interaccion del péptido con moléculas
hidrofébicas, como es el caso del Pluronic® L121, seria energéticamente desfavorable,
impidiendo el recubrimiento. Los Pluronics® P85 y F127 poseen relaciones PPO/PEO
de ~0,8 y ~0,3, respectivamente.** Esto significaria que por cada 1 unidad central PPO
se tienen ~2 unidades PEO, para el primer caso, y por cada 1 unidad central PPO se
tienen ~6 unidades PEO, para el segundo. De esta manera, el acercamiento del
mondémero hacia la NPAu conjugada con el péptido anfifiico CLPFFD-NH,, podria
estar favorecido en una primera instancia por interacciones de tipo hidrofilicas de estas
grandes cadenas PEO, con el residuo aminoacidico Asp ubicado en el extremo
contrario al sitio de conjugacion con la NPAu, para luego recubrir la NPAu a través de

interacciones de tipo anfifilicas, entre el monémero y el péptido CLPFFD-NH,.
4.4 Analisis termogravimétrico

Por lo general, la primera etapa de pérdida sustancial de masa observada en una TG
se debe principalmente a pérdida de agua por evaporacion.®*®> A pesar de haber
recurrido a la liofilizacion para la preparacion de la muestra, este método no elimina las
moléculas de agua en su totalidad. Podemos observar de las figuras 3.13 A-E y de las
tablas 3.6 y 3.7 que la ETAPA 1, proceso correspondiente a la pérdida de agua por
parte de ellas, se inicia poco después de comenzado el programa de calentamiento. La

explicacion a la pérdida temprana de masa podria encontrarse en el tamafio
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nanométrico que poseen las NPAu, su conjugado y nanocompdésitos. Una
consecuencia a la reduccion de tamafio, en comparacion a los materiales en estado
bulk, es una mayor area superficial con respecto a este ultimo. Esto se debe a que al
reducir el tamafio de un material, el area superficial disminuye méas lentamente en
comparacion al volumen. Asi, para materiales nanométricos, la razon area
superficial/volumen es mucho mayor que para los materiales bulk. Una mayor area de
exposicion presente en las NPAu, significaria una mayor area para la transferencia de
energia entre los atomos expuestos en la superficie de la nanoparticula. Ademas, este
tipo de nanomaterial posee un empaquetamiento denso, que estaria favoreciendo la
transferencia de calor y por lo tanto el calentamiento y evaporacién de agua a T° bajo
100°C registradas por el equipo. Es importante sefialar que en estos tipos de
experimentos no es posible conocer de forma precisa la T° de la muestra, de la misma
forma que no se puede conocer el gradiente de T° dentro de la misma ®* ®2. Por lo tanto
la T° registrada es la que alcanza el equipo, y la que alcance la muestra dependera de
distintas variables experimentales, como lo son el material del portamuestra, velocidad
de calentamiento, la atmoésfera, las propiedades fisicas (tamafio, densidad, etc.) y

cantidad de la muestra.

El conjugar las NPAu con el péptido CLPFFD-NH,, produjo que NPAu-CLPFFD
presentara una mayor pérdida aparente de moléculas de agua, con respecto a las
NPAu estabilizadas con citrato (tabla 3.7). EI mismo efecto se presenté para los
nanocompdsitos en estudio, posiblemente atribuido a que son productos de
recubrimiento del conjugado. La presencia de moléculas de péptido en la superficie de
la NPAu, podria haber favorecido la retencion de moléculas de agua en ella al
momento de la liofilizacién, aumentando el porcentaje de agua en la muestra. Esta
retencion de agua podria deberse justamente al caracter anfipatico que presenta el
péptido, el que podria estar relacionado con una mayor interaccién con las moléculas
de agua, respecto a lo que sucede en una NPAu no recubierta, la cual posee un
caracter hidrofébico. Se observa de la tabla 3.7 que el nanocompdsito formado por
NPAuU-CLPFFD utilizando concentraciones >30% CMC de Pluronic® L121, presenta
una pérdida de moléculas de agua menor con respecto a los otros nanocompagsitos.

Esto podria atribuirse a las caracteristicas altamente hidrofébicas de este poloxdmero,
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gue contribuiria a una mayor resistencia a la pérdida de agua durante el calentamiento.
La ETAPA 2 se presentd en todas las muestras (figura 3.13 A-E) y podria corresponder
a la descomposicion del citrato, que podria estar presente en diferentes grados en las
muestras, con la concomitante liberacién de CO,. De esta manera, es necesario un
futuro analisis mediante métodos simultaneos, como por ejemplo TG-DTA y TG-DSC
para complementar la informacion obtenida mediante termogravimetria y atribuir con

mayor seguridad las reales causas a cada proceso.

En general, el recubrimiento con Pluronics® del conjugado NPAu-CLPFFD mantuvo su
estabilidad térmica en un amplio rango de T° (25-200°C), donde sélo se puede
observar pérdida de masa asociada a la evaporacion de agua. Cabe mencionar que
pasados los 227,9°C, la muestra correspondiente a NPAu-CLPFFD recubierta con
Pluronic® P85 utilizando concentraciones >30% CMC, presenté una marcada pérdida
de masa, perdiendo un 100% de la masa a los ~535,4°C. Esta pérdida abrupta de
masa a altas T° podria atribuirse a una desestabilizacion térmica de la NPAu, debido al
recubrimiento con poloxamero, o bien a un error en la medicion, lo cual debe

corroborarse en experimentos posteriores.

Las muestras de NPAu, su conjugado NPAu-CLPFFD y NPAu-CLPFFD recubiertas
con Pluronic® L121 utilizando concentraciones >30% CMC, presentan similares perfiles
termogravimétricos entre 25-600°C, en donde se observa la presencia de 3 etapas con
rangos de T°y pérdidas de masa aparentemente similares (figuras 3.13-A, By E). Esto
podria estar reafirmando la hipétesis establecida en la seccion 4.3.3.4, en la que se
propone que Pluronic® L121 no es capaz de recubrir el conjugado NPAu-CLPFFD. Por
lo tanto, al observar la figura 3.13-E (TG de NPAu-CLPFFD con Pluronic® L121) sélo
estariamos frente a un perfil termogravimétrico con caracteristicas similares al perfil de
la figura 3.13-B (TG de NPAuU-CLPFFD).

4.5 PAMPA

El ensayo PAMPA tiene como finalidad determinar la capacidad que poseen los
nanocompadsitos de atravesar la BHE mediante sélo difusion pasiva. Cualquier otro

mecanismo diferente a este (ej. transporte activo mediado por transportadores), no
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puede determinarse por esta motodologia. Este método in vitro posee una excelente
correlacion in vivo, en cuanto al estudio de farmacos y su capacidad de atravesar
diferentes barreras lipidicas de relevancia biolégica, como lo es la BHE mediante
difusion pasiva.> Ademas se caracteriza por ser un método sencillo y rapido de llevar a
cabo, poseyendo una excelente relacién costo-eficacia.

Como control positivo se utilizé tiopental, farmaco anticonvulsivante que presenta un
LogP de 2,3, con gran cardcter lipofilico, indicativo de que puede atravesar membranas
lipidicas con facilidad. La P, calculada para este compuesto fue de 16,7 + 1,9 x 10°®

cm/s lo que se condice con los valores obtenidos por Li Di et al,*

donde la P, para esta
molécula fue de 18x10° cm/s. De acuerdo a la tabla 4.1, elaborada a partir de valores
de P, para la prediccién de la capacidad de presentar transporte pasivo in vivo, de
diferentes compuestos a través de la BHE,®? el tiopental presenta buen transporte por
difusién pasiva a través de esta barrera. El bajo porcentaje de permeabilidad (menor al
50%) obtenido para tiopental en este ensayo (tabla 3.8, parte superior), se puede
atribuir a la alta concentracion utilizada (200 pg/mL) y al tiempo de ensayo (24 horas).
Esta alta concentracion fue necesaria para facilitar la medicion mediante

espectrofotometria de absorcion molecular luego de realizar el ensayo.

P. (cm/s) Transporte a través de la BHE

> 4,0x10°® Alta permeabilidad
4,0x10° - 2,0x10°® Permeabilidad intermedia

<2,0x10° Baja permeabilidad

Tabla 4.1: Prediccion de transporte in vivo a partir de valores de Pe para el ensayo PAMPA.

Como control negativo se utilizé L-DOPA, pro-farmaco que en el organismo se
metaboliza a dopamina. Esta molécula atraviesa la BHE a través de mecanismos

facilitados, lo cual explicaria su nula P, obtenida en este ensayo.

Ninguna de las muestras estudiadas fue detectada en el compartimento aceptor luego
de 24 horas de incubacion. Estos resultados indicarian que el recubrimiento con
Pluronic® no mejora el traspaso a través de modelos de membrana biolégica, mediante
difusion pasiva, con respecto al conjugado NPAu-CLPFFD en este tiempo. Esta

observacion nos permitiria inferir que ningdn nanocompdésito posee la capacidad de

68



facilitar el cruce de la BHE, a través de mecanismos de difusion pasiva para el caso de
las NPAu. Cabe sefialar que existe la posibilidad de que los nanocompdsitos hayan
guedado retenidos en la membrana de fosfolipidos, por lo cual son necesarios futuros

analisis de la membrana al concluir el ensayo, para verificar esta hipotesis.
4.6 Estudio de alteraciones en la permeabilidad y estabilidad de liposomas
4.6.1 Ensayo permeabilidad de liposomas

Los cambios en la permeabilidad de los liposomas de FC fueron detectados por el
incremento en la intensidad de la fluorescencia, debido a la liberacion de CF atrapada
en estas vesiculas. La figura 3.14 muestra el porcentaje de CF liberada en funcién del
tiempo, debido a la interaccion de los liposomas con los nanocompdsitos (NPAu-
CLPFFD recubiertos con Pluronics® P85, F127 o L121utilizando concentraciones >30%
CMC) o sus correspondientes controles (soluciones de Pluronics® con concentracion
>30% CMC). La mayor pendiente graficada en la figura 3.14 durante las primeras 3
horas de ensayo para los 3 nanocompdésitos y sus controles, podria indicar que la
interaccion inicial del poloxamero en la superficie de la NPAu y/o en solucién produce
una alteracion en la membrana, promoviendo la formacién de agujeros hidrofilicos
similares a los descritos por otros tensoactivos.”® La presencia de estos agujeros
favorece la liberacion de CF hacia el exterior del liposoma, aumentando la
fluorescencia. No obstante al cabo de tres horas la membrana se estabiliza (se cierran
los agujeros) y la velocidad de salida de la CF es similar a la de los controles. Lo
anterior indicaria que la interaccion entre la muestra y la membrana, y su posible

inclusion entre ella y los fosfolipidos, necesita unas 3 horas de incubacion.

Se puede observar en la figura 3.14 que después de los 30 minutos, el conjugado
NPAuU-CLPFFD recubierto con Pluronic® P85 o F127 libera porcentajes similares de CF,
los cuales son mayores que para los nanocompdsitos recubiertos con Pluronic® L121
durante todo el periodo de incubacion. Esto se relaciona con una mayor capacidad
para modificar la permeabilidad por parte de los Pluronics® P85 y F127. Notablemente,
estos polimeros al estar formando el nanocompdésito mantienen dicho comportamiento.

Esto posiblemente se atribuye a sus caracteristicas principalmente hidrofilicas,
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otorgadas por la presencia de grandes cadenas compuestas por bloques hidrofilicos
PEO, lo cual facilitaria una primera interaccion con la membrana y su posterior
distribucién en ella. Por otro lado, Pluronic® L121 posee principalmente bloques
hidrofébicos PPO, que podrian estar comprometiendo la interaccion de las NPAu con la

membrana.

Cabe sefalar que se observa en la figura 3.14 un menor porcentaje de fluorescencia
para todos los nanocompgsitos, con respecto a los polimeros en solucién, a todos los
tiempos de incubacion. Esto podria deberse a un “atrapamiento” de los monémeros por
parte de las NPAu en su superficie o bien una competencia por parte de la
nanoparticula y los mondémeros por la superficie del liposoma. En general, la
interaccion de las muestras y controles con la membrana lipidica incrementa la
permeabilidad de esta, posiblemente debido a cambios en su organizacién por la

presencia de estos poloxameros.

Para el conjugado NPAu-CLPFFD recubierto con Pluronic® F127 utilizando una
concentracion >30% CMC, al igual que para algunos tensoactivos tipicos, el aumento
de permeabilidad se acompafid por un aumento de tamafio de los liposomas hasta la
primera hora (Figura 3.14 y 3.15-B).®® Luego, entre la primera y tercera hora, existe
aumento de la permeabilidad pero acompafiada de una disminucién de tamafio, lo cual
puede ser atribuido a alteraciones en la estabilidad del liposoma, como se observa en
la figura 3.15-B (explicado en la siguiente seccion). En el caso del conjugado NPAu-
CLPFFD recubierto con Pluronics® P85 o L121, utilizando concentraciones >30% CMC,
no se observan cambios de tamafios antes de la primera hora (figura 3.15-B), por lo
cual el aumento de permeabilidad puede ser atribuido a cambios en la composicion de
la bicapa, por la presencia de las muestra en ella. Estos poloxameros pueden inducir
defectos en la membrana y asi incrementar su permeabilidad, cambios que no
necesariamente estan asociados a modificaciones en el tamafio del liposoma. A las 24
horas y para los 3 nanocompasitos, el aumento de permeabilidad podria estar asociado

a alteraciones en el tamafio, debido a alteraciones en la estabilidad de los liposomas.
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4.6.2 Ensayo estabilidad de liposomas

Mediante DLS se evalud la estabilidad de liposomas de FC, por la interaccién con los
nanocompositos de NPAu-CLPFFD recubiertos con Pluronics® P85, F127 o L121
utilizando concentraciones >30% CMC. Ademéas se evalu6 mediante la misma
metodologia muestras de liposomas, liposomas + NPAu, liposomas + NPAu-CLPFFD y
liposomas + soluciones de Pluronics® P85, F127 o L121 a una concentracion >30%
CMC.

Tal como se describid en la seccion 3.7.2 (figura 3.15-A), se produce un aumento del
DH promedio de los liposomas luego de la incubacién con los polimeros solos en
solucidn, lo que puede atribuirse a una interaccién entre ambas especies. Las cadenas
hidrofilicas PEO (véase figuras 1.5 y 1.6) de los Pluronics® podrian estar favoreciendo
un primer acercamiento hacia las cabezas polares de los fosfolipidos que constituyen
el liposoma. Luego la interaccién pasaria a ser predominantemente hidrofébica entre
los bloques PPO y las cadenas fosfolipidicas de las vesiculas. Claramente, la
intensidad de esta interaccion esta dominada por las cantidades relativas de los
bloques hidrofilicos PEO vy los bloques hidrofébicos PPO de cada Pluronic®.

Para el caso de los nanocompdsitos formados por NPAu-CLPFFD con los Pluronics®
F127 y P85, el comportamiento del DH promedio de los liposomas fue diferente que
para los polimeros en solucion, observdndose a las 24 horas de incubacién una
reduccion de tamafio (Figura 3.15-A y B). Esto podria ser atribuido a la disposicion
espacial que adoptan los monémeros de Pluronic®, al encontrarse interactuando con el
péptido CLPFFD-NH, alojado en la superficie de la NPAu, tal como se discutié en la
seccion 4.3.4.

Notablemente, para el caso del nanocompdsito recubierto con Pluronic® F127 durante
la primera hora de incubacion, se observdé un aumento del DH promedio de los
liposomas (Figura 3.15-B). Esto podria atribuirse a una interaccion del liposoma con el
nanocompadsito que produce un recubrimiento de la bicapa de la vesicula, que al cabo
de tres horas da origen a una desestabilizacion del sistema, formandose estructuras

liposomales de menor tamafio. Por otro lado, para el caso del nanocompdésito formado
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por Pluronic® P85, no se observé un aumento del DH promedio inicial de los liposomas,
pero si una disminucién de tamafio al cabo de 24 horas (Figura 3.15-B). Esto podria
ser atribuido a una interaccion similar a la del nanocompoésito formado por el
recubrimiento con Pluronic® F127 pero de menor intensidad, la cual no generaria un
aumento de tamafio a las primeras horas, pero si una desestabilizacién del liposoma

en funcion del tiempo.

A diferencia de lo que sucede para los nanocompdésitos recubiertos con Pluronic® P85 o
F127, el recubierto con Pluronic® L121 produjo al cabo de 3 horas de incubacién un
aumento del DH promedio de los liposomas, siendo este comportamiento similar al del
polimero correspondiente en solucién (figura 3.15-A y B). Segun se discutié en la
seccion 4.3.4, este poloxamero podria no estar recubriendo al conjugado NPAu-
CLPFFD debido a su caracter marcadamente hidrofébico (HLB de 1), por lo tanto el
fendmeno aqui descrito podria ser atribuido al efecto del polimero en solucién.
Interesantemente, a las 24 horas de incubacién se observé una disminucién del area
del pico correspondiente a los nanocompdésitos y una distribucion mas heterogénea de
los tamafios (picos con distribucion mas ancha) del liposoma (figura 3.16-D y E), lo que
podria estar relacionado con un atrapamiento de nanoparticulas por el complejo

liposoma-Pluronic® L121.
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Conclusiones

Capitulo 5
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Segln los resultados obtenidos, sélo los Pluronics® P85 y F127 (cuando se
utilizaron concentraciones por >30% CMC) podrian estar recubriendo al conjugado
NPAu-CLPFFD, debido posiblemente a sus propiedades hidrofilicas en
comparacion al Pluronic® L121. Estas propiedades les permitirian a dichos
Pluronics® interactuar con las moléculas de péptido CLPFFD-NH, alojadas en la
superficie de la NPAu.

Estudios utilizando modelos de membranas biol6gicas permitieron determinar que
estos nanocompadsitos son capaces de modificar la estabilidad y permeabilidad de
las membranas, posiblemente debido a cambios en su organizacién. Dichas
modificaciones se encuentran relacionadas con sus propiedades fisicoquimicas vy
estructurales.

A pesar de las maodificaciones en cuanto a permeabilidad y estabilidad provocadas
por estos hanocompadsitos en las vesiculas de FC, ninguno fue capaz de mejorar el
traspaso mediante difusion pasiva, a través del modelo de membrana biolégica en
el ensayo PAMPA al tiempo estudiado (24 horas). Por lo tanto estos
nanocompositos son capaces de modificar la permeabilidad y estabilidad de estos
modelos de membrana biolégica, pero no mejoran el traspaso de NPAu a través
estos mediante difusion pasiva.

Los estudios de caracterizacion realizados permitieron el inicio del desarrollo de
nuevos sistemas de drug delivery, en donde cada resultado obtenido dio luces
acerca de las caracteristicas adquiridas por el sistema. La determinacién del
tamafio hidrodindmico, banda del plasmon superficial, potencial zeta, morfologia y
estabilidad térmica fueron Utiles para guiar el comienzo del desarrollo de estos
nuevos sistemas, que se basan principalmente en mejorar los ya existentes.

Debido a las promisorias propiedades inhibitorias de la P-gp por parte de los
Pluronics® y a la propuesta del desarrollo de estos nuevos sistemas de drug
delivery compuestos por el conjugado NPAu-CLPFFD recubierto por estos
poloxadmeros, futuros estudios celulares in vitro y estudios en animales in vivo
utilizando estos nanocompdsitos son necesarios para determinar su real
efectividad, en cuanto a su capacidad de mejorar la llegada de NPAu al SNC para

aplicaciones en la EA.
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Figura A.1l: Gréficos de la distribucion de tamafio del conjugado NPAu-CLPFFD recubiertos con: (A)
Pluronic® P85, (B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con

concentracion >30% CMC. Entre paréntesis el valor del IPD. n=3 + DS.
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Figura A.2: Gréaficos de la distribucién de tamafio del conjugado NPAu-CLPFFD recubiertos con: (A)
Pluronic® P85, (B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con
concentracion <30% CMC. Entre paréntesis el valor del IPD. n=3 + DS.
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Figura A.3: Graficos de la distribucién de tamafio de NPAu recubiertas con: (A) Pluronic® P85, (B)
Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion >30% CMC.

Entre paréntesis el valor del IPD. n=3 + DS.
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Figura A.4: Gréficos del potencial zeta del conjugado NPAu-CLPFFD recubiertos con: (A) Pluronic® P85,
(B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion >30%

CMC. n=3 + DS.
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Figura A.5: Graficos del potencial zeta del conjugado NPAu-CLPFFD recubiertos con: (A) Pluronic® P85,

(B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion <30%

CMC. n=3 = DS.
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Figura A.6: Gréficos del potencial zeta de NPAu recubiertas con: (A) Pluronic® P85, (B) Pluronic® F127 y

© Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion >30% CMC. n=3 + DS.
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Figura A.7: Graficos Nimero (%) vs Tamarfio (nm) de NPAu-CLPFFD. n=3 + DS.
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Figura A.8: Gréaficos Numero (%) vs Tamafio (nm) de NPAu-CLPFFD recubiertas con: (A) Pluronic® P85,
(B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion >30%
CMC. n=3 £ DS.
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Figura A.9: Gréficos Numero (%) vs Tamafio (nm) de NPAu-CLPFFD recubiertas con: (A) Pluronic® P85,
(B) Pluronic® F127 y (C) Pluronic® L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentracion <30%
CMC. n=3 £ DS.
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Figura A.10: Graficos del nimero de NPAu recubiertas con: (D) Pluronic® P85, (E) Pluronic® F127 y (F)

Pluronic®L121 utilizando en los 3 casos, soluciones con concentraciéon >30% CMC. n=3 + DS.
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% Fluorescencia
LCF + NC + P.F127

Tiempo (min.)

LCF + NC + P.P85 LCF+NC +P. L121

>30%CMC >30%CMC >30%CMC
0 17,4 +0,3 15,8 + 0,6 9,8+0,2
30 22,0+1,6 20,5+ 0,4 16,5+ 0,4
60 23,7+1,1 22,9+0,4 19,4+ 0,5
180 27,9+1,8 27,7+1,1 23,7+1,0
1440 38,5+ 0,6 36,9+ 1,4 336+1,1
Tiempo % Fluorescencia
(min.) LCF + P. P85 LCF + P. F127 LCF + P. L121 LCF + LCF+ | NPAu | NC
>30%CMC >30%CMC >30%CMC NPAuU NC
0 27,7+0,8 21,4+1,6 20,6 +0,4 0 0 0 0
30 31,7+1,3 26,9+ 0,8 25,6+ 1,3 0 0 0 0
60 33,3+0,7 28,1+1,6 27,5+0,7 0 0 0 0
180 38,8+1,1 32,8+1,7 30,9+ 0,4 0 0 0 0
1440 48,4+ 1,4 44,3 +0,7 426+1 0 0 0 0

Tabla A.1: Datos obtenidos por el ensayo permeabilidad de liposomas. Parte superior: % fluorescencia de
las muestras de interés a los distintos tiempos de incubacién. Parte inferior: % fluorescencia de los
controles para el ensayo a los distintos tiempos de incubacion. Concentracion de Pluronic® >30% CMC
para todas las muestras. NC: NPAu-CLPFFD. LCF: liposomas de FC con CF encapsulada. n=3 + SD.

Muestra Tiempo (horas)
0 1 3 24
Lip 216,0+10,4 213,8+5,8 209,6 +7,8 2140+ 3,1
(0,208) (0,251) (0,203) (0,241)
Lip + SDS 3,0+£0,1 3,2+0 3,2+0,0 3,3+0,1
283,0£101,5 374,4 + 31,8 226,7 £ 39,8 92,5+ 3,7
(0,199) (0,251) (0,219) (0,306)
Lip. + P. P85 209,8+7,0 205,1+25 206,2+4,4 304,0£6,8
(0,229) (0,203) (0,271) (0,264)
Lip. + P. F127 195,0+£5,2 2005+1,2 229,0+6,6 306,6 +5,9
(0,284) (0,297) (0,264) (0,269)
Lip. + P. L121 219,1+2,3 204,8 +2,3 202, 7+7,4 228,4+4,9
(0,222) (0,191) (0,285) (0,300)
Lip. + NPAu- 2253+11,4 210,9+11,9 212,1 +8,9 169,2 + 3,4
CLPFFD + P. P58 (0,717) (0,778) (0,667) (0,611)
Lip. + NPAuU- 268,7 + 13,8 2440+4,3 1859+7,4 184,1 +8,5
CLPFFD + P. F127 (0,729) (0,615) (0,642) (0,451)
Lip. + NPAu- 228,6 +9,9 209,2 + 3,3 228,0+55 237,7+7,6
CLPFFD + P. L121 (0,591) (0,876) (0,682) (0,728)
Lip. + NPAuU 297,2 +30,5 661,6 + 50,7 720,7 £109,4 523,4 +43,1
(0,216) (0,605) (0,656) (0,749)
Lip. + NPAu- 220,4 + 16,9 219,4+7,6 214,7 + 4,6 2225+2,3
CLPFFD (0,406) (0,726) (0,764) (0,532)

Tabla A.2: Resumen de los DH obtenidos por DLS para los tiempos de incubacién 0, 1, 3 y 24 horas.
Todos los datos estan en nm. Concentracién de Pluronic® >30% CMC para todas las muestras. Entre

paréntesis el IPD. n=3 + DS.
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