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RESUMEN

Nanoparticulas de oro multifuncionalizadas: Su interaccion con

membranas fosfolipidicas y sus efectos sobre la viabilidad celular.

Las nanoparticulas de oro (NPAu) han sido ampliamente utilizadas en el
tratamiento de diferentes patologias como cancer o enfermedades
neurodegenerativas, ya que poseen distintas propiedades fisicas y quimicas,
como una alta area superficial, el efecto de permeacion y retencion (EPR), y la
resonancia plasmonica de superficie (SPR), entre otras. Dentro de las
enfermedades neurodegenerativas, la enfermedad de Alzheimer (EA) es una de
las mas relevantes, siendo su principal blanco terapéutico los agregados téxicos
de la proteina B-amiloide (ATARB). Es por esto, que se busca llegar a estos ATAR
y disgregarlos localmente a través del uso de NPAu mediante su capacidad de
absorber grandes cantidades de energia y disiparlas en forma de calor, sin
producir dafio del tejido biolégico. Estudios de biodistribucién realizados in vivo
en nuestro laboratorio demostraron que NPAu funcionalizadas con el péptido
CLPFFD que reconoce a los ATAR, llegan al cerebro en una proporcién muy
baja en relacion a la dosis inyectada (aproximadamente 0,05%), ya que quedan
retenidas en el higado y bazo posiblemente debido a su interaccién con células
del sistema reticulo endotelial. Es por esto, que se hace imprescindible
aumentar la biodisponibilidad de las NPAu para aumentar su llegada al cerebro.

Para este propdsito, nanoparticulas esféricas de oro (NPAu-e) fueron
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multifuncionalizadas con polietilenglicol (PEG) y ciclodextrinas aminadas (CD-
NH,), con el fin de obtener un nanosistema que penetre en modelos de

membrana y que no poseyera efectos sobre la viabilidad celular.

Las NPAu-e fueron funcionalizadas con dos tipos de PEG; el HS-PEG-OMe, el
cual evita interacciones inespecificas y el HS-PEG-COOH, el cual posee un
grupo carboxilico que permite la union con el grupo amino terminal de CD-NH,
empleando la reaccionl-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida/N-
hidroxisuccimida (EDC/NHS). Las NPAu-es obtenidas fueron caracterizadas por
dispersion dinamica de la luz (DLS), potencial Zeta, espectroscopia de
fotoelectrones generados por rayos X (XPS) y microscopia electronica de
transmisién (TEM), observandose cambios en los pardmetros fisicoquimicos
que dan cuenta de la multifuncionalizacion de los nanosistemas. Ademas, se
evalué la estabilidad de los conjugados en el tiempo (7 dias), a distintos pHs (3,
7, 9) y al cambiar la fuerza i6nica (150 mM de NaCl) realizando variaciones en
la proporcibn HS-PEG-OMe/HS-PEG-COOH, obteniéndose una proporciéon
Optima. Se determiné mediante el ensayo de fluorescencia con fluorescamina el
grado de funcionalizacion de las nanoparticulas con CD-NH,. Utilizando el
ensayo in vitro de permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA) y
ensayos de penetracion celular con la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y,
se determiné si los cambios en las propiedades fisicoquimicas y la
incorporacion de CDs aumentan la permeabilidad de los conjugados a través de

membranas. Ademas, mediante los ensayos de viabilidad celular MTS y LDH,
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se evalud si los nanosistemas utilizados durante esta tesis tenian efectos
citotoxicos en la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y debido a los cambios

en sus propiedades fisicoquimicas.

Los resultados obtenidos dan cuenta de que se obtuvo un sistema estable bajo
las condiciones estudiadas (tiempo, pH y fuerza idnica), y que ademas dicha
estabilidad esta influenciada por la proporcion entre los dos PEGs que se
utilizaron durante esta tesis. Por otro lado, los nanosistemas no mostraron
efecto citotoxicos bajo las condiciones estudiadas. Finalmente, no se observé
un aumento en la permeabilidad de las NPAu-e al incorporar ciclodextrinas,
tanto en el ensayo de modelos de membrana, ni en el ensayo de penetracion

celular.
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SUMMARY

Multifunctionalized gold nanoparticles: Interaction with phospholipidic

membranes and their effects on cell viability.

Gold nanoparticles (NPAu) have been used in the treatment of different
pathologies as cancer and neurodegenerative diseases, due to their physical
and chemical properties, like a high surface area, permeation and retention
effect (EPR), and the surface plasmon resonance (SPR), among others. Within
the neurodegenerative disorders, the Alzheimer’s disease (EA) is one of the
most relevant, being the [-amyloid protein toxic aggregates (ATAB) their
principal therapeutic target. For this reason, its pretends to reach to these ATAR
and locally disaggregate them through the use of NPAu and their capacity to
absorb high amounts of energy and dispel it like heat, with no harm on biological
tissue. In vivo biodistribution experiments in our laboratory demonstrated that
NPAu functionalizated with CLPFFD peptide, that recognized ATARB, reach the
brain in a very low proportion compared to the injected dose (0,05%
approximately), because they stay retained in liver and spleen for their
interaction with endothelial reticular system cells. For this reason, its essential
increase the NPAU’s biodisponibility to enhance their brain delivery. For this
purpose, spherical gold nanoparticles (NPAu-e) were multifunctionalized with

polyethilenglycol (PEG) and amino-cyclodextrins (CD-NH;) to obtain a

XViii



nanosystem that penetrate membrane models and do not have effects on cell

viability.

NPAu-e were functionalized with two types of PEGs; HS-PEG-OMe, which avoid
nonspecific interactions and HS-PEG-COOH, which has a carboxylic group that
allow the amino group binding of CD-NH,, using 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) reaction.
NPAu were characterized by dynamic light scattering (DLS), Zeta potential, X-
ray photoelectron microscopy (XPS) and transmission electron microscopy
(TEM), showing changes in their physicochemical parameters that notice the
multifunctionalization of the nanosystems. Further, the stability of the
conjugates, with variable proportion of HS-PEG-OMe/HS-PEG-COOH, were
evaluated in time (7 days), different pHs (3, 7, 9) and modifying ionic force (NaCl
150 nM). By fluorescamine assay, the degree of functionalization of NPAu with
CD-NH2 was determined. Using in vitro permeability assay PAMPA and cellular
penetration assays, with SH-SY5Y neuroblastoma line cell, it was determined if
the changes in the physicochemical properties and the incorporation of CDs
enhance the permeability of the conjugates through membranes. Moreover,
through MTS and LDH viability assays, it was evaluated if the changes in the
physicochemical properties of the nanosystems used in this thesis had cytotoxic

effects on SH-SY5Y cell lines.
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Results obtained show that the nanosystem was stable under the studied
conditions (time, pH, ionic force), and this stability is influenced by PEGs
proportion used. On the other hand, the nanosystems did not show cytotoxic
effects under the studied conditions. Finally, it was not observed an
enhancement in the NPAu-e permeability in the membrane model and cellular

penetration assays, when the cyclodextrin was incorporated.
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Introduccién

1.1 Nanoparticulas de oro: caracteristicas y aplicaciones.

La nanotecnologia es un campo emergente que ofrece un enorme potencial
para el desarrollo de terapias y metodologias de diagndstico, tanto bioldgico
como analitico. Entre los distintos tipos de nanoparticulas, las nanoparticulas de
oro (NPAu) son ampliamente utilizadas en aplicaciones biomédicas, incluyendo
imagenologia (1, 2), biosensores (3, 4), entrega de genes (5, 6) y drogas (7).
Lo anterior, debido a que poseen distintas propiedades fisicas y quimicas
apropiadas (8), como por ejemplo el tener una alta area superficial, lo cual
permite acoplar distintos agentes como farmacos, incrementando su solubilidad,
estabilidad, los pardmetros farmacocinéticos y posibilitar el direccionamiento
hacia el blanco terapéutico (9). Por otro lado, las nanoparticulas pueden
atravesar membranas y penetrar las células por distintos mecanismos, lo que
permite que su accion se ejerza en el interior de las mismas (5, 6) pudiendo
también promover la entrega de farmacos o drug delivery (5, 8, 9). Ademas, se
ha observado que se acumulan en grandes cantidades preferentemente en los
tejidos tumorales en relacibn a los tejidos sanos, lo cual es debido al
denominado efecto de permeacion y retenciéon (EPR) que se da en los tumores
producto de irregularidades en el endotelio vascular (10). Las NPAu poseen
propiedades Opticas que se dan por la interaccion de la radiacion

electromagnética con los electrones confinados en la superficie de la particula



produciendo el fenomeno de resonancia plasmoénica de superficie (SPR). La
mencionada interaccion conlleva a una gran absorcion y disipacion local de
energia que puede ser utilizada para la destruccion de células tumorales o de
agregados toxicos de proteinas como B-amiloide involucrados en la enfermedad
de Alzheimer. Esto Ultimo es muy relevante para el desarrollo de sistemas con
fines terapéuticos en cancer o enfermedades neurodegenerativas. Asimismo,
las NPAu al interactuar con la radiacién producen dispersion de la misma
pudiendo ser empleadas para la deteccion de células tumorales logrando
aumentar la resolucion de imagenes y asi mejorar el diagnostico (11).

La irradiacion de nanoparticulas con una longitud de onda significativamente
mayor a su tamafo, produce una oscilacién colectiva de electrones conocida
como SPR (Figura 1) (11, 12). En el caso de las NPAu, la frecuencia de
resonancia de esta oscilacién colectiva se encuentra en el rango visible del
espectro electromagnético (13). La radiacion absorbida es liberada rapidamente
como energia en forma de calor, provocando un incremento en la temperatura
de manera localizada (11). La longitud de onda a la cual se produce el SPR
depende del tamafio y forma de la particula. En el caso de nanoparticulas de
oro esféricas (NPAu-e), a medida que aumenta el didmetro de la nanopatrticula,

hay un cambio en la banda del SPR hacia mayores longitudes de onda (1).
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Figura 1: Efecto fototérmico en nanoparticulas de oro. Al irradiar (radiacion visible o cercana al infrarrojo
dependiendo de la banda plasménica de la NPAu), la nanoparticula de oro absorbe la luz (hv: foton de
luz). La absorcion de energia lleva a una transicion electronica de los electrones de la superficie de un
estado basal (Sp) a un estado excitado (Si). La energia es disipada a los alrededores de la
nanoestructura como calor local en todas las direcciones. Extraido de la referencia 12.

Un aspecto importante a tener en cuenta para el uso de nanoparticulas son los
potenciales efectos téxicos que podrian presentar los nanomateriales los cuales
estdn muy relacionados con sus propiedades fisicoquimicas (carga, tamafo,

recubrimiento de la superficie, ligandos, etc.) (14-16).

1.2 Uso de NPs metdlicas para una posible terapia contra la enfermedad

de Alzheimer.

Dentro del area de la neurociencia, el uso de nanomateriales tiene como uno de

sus objetivos contribuir al desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de



enfermedades neurodegenerativas, como lo son el Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer (EA), la esclerosis amiotrofica lateral, etc, las cuales tienen como
caracteristica principal su aparicion tardia en la vida, anormalidades sinapticas,
y la presencia de agregados de proteinas mal plegadas en el cerebro, lo cual se

asocia a la extensiva pérdida neuronal (17).

El uso de nanoparticulas como plataforma para el tratamiento, diagndstico para
diversas patologias aparece como un campo promisorio. En los dltimos afios,
se ha propuesto que las propiedades fisicas y quimicas de las NPs metalicas,
como los son las NPAus, pueden emplearse para la destruccién de tumores o

agregados proteicos toxicos.

1.2.1 Funcionalizacion de NPAus con péptidos para destruir

selectivamente agregados toxicos de la proteina B-amiloide.

Recientemente en nuestro laboratorio se demostré que el uso de NPAu-e y
nanovarillas de oro (NVAu) recubiertas con el péptido CLPFFD son utiles para la
destruccion de agregados toxicos de la proteina [B-amiloide (ATAR),
involucrados en la EA, a través de la liberacién local de calor producida por
parte de las NPAu luego de ser irradiadas con laseres o microondas (18, 19). El
péptido anfipatico CLPFFD, denominado asi por la secuencia de sus

aminoéacidos (Cys-Leu-Pro-Phe-Phe-Asp), reconoce selectivamente los ATAB



(20, 21). Ademas, incrementa la estabilidad de las NPs mediante un efecto
estérico y favorece el traspaso a través de la barrera hematoencefalica (BHE)
(18, 22). La obtencion de los complejos de fibras amiloides unidos a las NPAu-e
se realizO mediante la incubacién del conjugado NPAu-e-CLPFFD con una
solucién de APi.42 durante 7 dias. Al ser irradiados estos complejos con
microondas, se produjo una transferencia de energia por absorcion, la cual se
disipé localmente produciendo la destruccion de los ATAB, sin producir un

aumento significativo de la temperatura en el entorno (Figura 2).
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Figura 2: Imagenes de TEM antes y después de irradiar con microondas. Las NPAu-es funcionalizadas
con CLPFFD se unen a los agregados de ABi.42 que luego son desagregados por efecto de la irradiacion
con campos magnéticos oscilantes durante 8 hrs. Extraido de la referencia 18.

La principal causa de demencia en los adultos mayores es la EA, la cual es una
enfermedad neurodegenerativa crbénica y progresiva que esta descrita
clinicamente como un impedimento en el aprendizaje y en la memoria, y
patolégicamente como una atrofia cerebral, indicativa de pérdida neuronal. En
la EA, se encuentran presentes en el cerebro dos estructuras patolégicas como

son los filamentos helicoidales intraneuronales de la proteina tau



hiperfosforilada y las placas extracelulares compuestas por el péptido (-
amiloide (AB) que puede contener en su secuencia de 40 hasta 42 residuos
(H2N-1DAERFHDSGYEEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA42-COZH)
y que posee una elevada capacidad amiloidogénica y toxicidad (23). Se ha
establecido que los mondémeros inocuos de AB se vuelven neurotéxicos una vez
gue se agregan (24), dando origen a diferentes especies como oligdmeros,
protofibrillas, fiboras amiloides etc. (25). La agregacion de AB es un proceso
complejo de varios pasos que se inicia con cambios conformacionales que
incluyen agregados amiloidogénicos prefibrilares intermedios (PIAAs) como las
protofibrillas, amiloesféroides, fibras cortas, etc. Aunque se asume que la fibra
madura (estado final en el proceso de agregacidon) es una especie toxica, los
PIAAs son aln mas nocivos (26). Es por esto que los estudios para tratar y
diagnosticar la EA tienen como principal blanco terapéutico el ABi42 en todas

sus formas de agregacion.

En estudios realizados in vitro en nuestro laboratorio, se determiné la afinidad
del conjugado NPAu-e por los ATAB (27) observandose que la secuencia
peptidica tiene una gran influencia sobre la afinidad por los mencionados
agregados, sobre el grado de funcionalizacién de la superficie y sobre la
estabilidad coloidal. Es asi que al modificar la secuencia CLPFFD por CDLPFF
se reduce el grado de funcionalizaciéon y disminuye la estabilidad coloidal

(Figura 3), ya que al cambiar la posicion del residuo D, cambia la disposicion de



la molécula sobre la superficie de la nanoparticula de oro. Por lo cual la
funcionalizacién de las particulas determina las propiedades fisicoquimicas del

coloide.
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Figura 3: Disposicion de los péptidos en la superficie de oro. Las moléculas del péptido i0 (a) estan
orientadas ortogonalmente, mientras que las i1 (b) estan orientadas horizontalmente. NPAus después
de congelar, y descongelar la solucién estudiada (c). Las soluciones incoloras 0 moradas son
inestables, mientras que las rojas son coloides estables (i0: CLPFFD, i1: CDLPFF, i2: CLPDFF).
Extraido de la referencia 27.

Por otro lado, estudios realizados para determinar la biodistribucién del
conjugado NPAu-e-CLPFFD han demostrado que éste llega en muy baja
proporcion al cerebro en relacion a la dosis inyectada (aprox. 0,05%) (21), lo
cual es un punto importante debido a que el blanco terapéutico de estas NPAu
para tratar la EA son los ATARB presentes en el cerebro. La causa de que el
conjugado llegue en baja cantidad al SNC se debe a que es retenido
principalmente en el higado y bazo, lo cual posiblemente es debido a su
interaccién con células del sistema del reticulo endotelial (RES). Es por esto
que para que el uso de las NPAu sea efectivo, es necesario mejorar su llegada
al cerebro, a través de estrategias que mejoren su biodisponibilidad hacia el

sistema nervioso central.



1.3 Estrategias para aumentar la llegada de las NPs hacia el cerebro.

1.3.1 Mecanismos de ingreso al cerebro de los xenobidticos a través de la

barrera hematoencefalica.

En la actualidad los agentes farmacéuticos utilizados para el tratamiento de la
EA tienen un uso limitado debido a la presencia de la BHE, la cual es una
defensa Unica y altamente selectiva que aisla el sistema nervioso central de
otras partes del cuerpo, proporcionando de esta manera un ambiente estable
para la funcion neuronal. Es por esta barrera, que mas del 98% de las
moléculas pequefias y el 100% de las moléculas grandes (peso molecular >

1kD) con fines farmacéuticos no pueden llegar al cerebro (28).

La BHE esta formada por células endoteliales del cerebro que recubren los
microvasos cerebrales. Ademas, la constituyen otros tipos celulares que rodean
el endotelio, como los astrocitos y peritrocitos (29). La relativa impermeabilidad
de la BHE es debido a la presencia de uniones estrechas o tight junctions entre
las células endoteliales capilares, las cuales estan formadas por moléculas de
adhesion celular. Sumado a esto, la BHE tiene sistemas enzimaticos que
protegen al cerebro, los cuales a través de ecto y endo enzimas presentes

dentro de las células endoteliales, degradan los solutos que atraviesan la



membrana celular. Por lo tanto, para lograr cruzar la BHE y alcanzar el cerebro,
la mayoria de las moléculas deben interactuar con transportadores especificos
y/o receptores expresados en el lado luminal de las células endoteliales o
también por mecanismos pasivos como la difusion a través de membranas (30).
De esta manera, el ingreso de principios activos administrados por via
intravenosa (i.v.) para alcanzar el sistema nervioso central podria seguir alguno

de los mecanismos descritos en la Figura 4:

a) Difusion pasiva: Es un mecanismo no saturable e independiente de energia.
Muchos péptidos de gran tamafo ingresan mediante difusion, dependiente del
gradiente de concentracién entre ambos lados de la BHE, siendo utilizados
como lanzaderas para el ingreso de farmacos (31, 32).

b) Transporte paracelular: Es un mecanismo pasivo utilizado por moléculas
hidrofilicas. Es altamente regulado por las uniones estrechas o tight junctions
presentes en las células que conforman la BHE, las cuales bloquean la entrada
de moléculas solubles en agua, incluyendo farmacos polares (30, 31).

c) Transcitosis mediada por transportadores (TMT): Este proceso es
dependiente de energia e involucra los transportadores de glucosa,
aminodcidos catidnicos y neutros y bases purinas. Es sustrato selectiva y solo
transportara moléculas que se parezcan al sustrato endoégeno, por lo cual, esta

limitado por la competencia con sustratos enddgenos. (33, 34).



d) Transcitosis adsortiva (TA): Es la ruta por la cual sustancias altamente
cationicas interactlan con ciertas zonas que presentan cargas negativas de la
membrana plasmatica (por ej. proteoglicanos) para ingresar al cerebro.
Corresponde a un transporte activo y es utilizado por péptidos que penetran
células (cell-penetrating peptides o CPPs) y no involucra ningun receptor de
membrana. (34,35).

e) Transcitosis mediada por receptores (TMR): Es un proceso dependiente de
energia e incluye receptores de transferrina, receptores de insulina, receptores
de lipoproteina de baja densidad, y otros receptores similares, por lo que es uno
de los mecanismos mas prometedores para el transporte de moléculas a través
de la BHE. Es un proceso de tres pasos: union del ligando al receptor por el
sector luminal y posterior endocitosis, movimiento través del citoplasma

endotelial, y exocitosis del compuesto hacia el sector abluminal (cerebro) (36).

a ‘b Ve v d e
Paracellular aqueous | Transcellular | Transport protelns | Recepror-medlated | Adsorptive
pathway i Upophilic | | transcytosls | transcytosls
| pathway i i |
Watersoluble ! Lipid-soluble | Glucose. Vinca alkaloids, | Insulin, ! Albumin, other
agents ! agents 1 amino acids, Cyclosporin A, 1 transferrin 1 plasma proteins
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Figura 4: Mecanismos de transporte a través de la BHE. Tanto la via paracelular (a) y la via
transcelular (b) son independientes de energia. Mientras que el transporte activo en la BHE es a través
de TMT (b), TMR (c) y TA (e). Extraido de la referencia 30.
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Ademas, las células endoteliales cerebrales expresan una alta cantidad de
transportadores de eflujo como la glicoproteina P (P-gp). Estos ultimos regulan
la entrada de moléculas al cerebro promoviendo la liberacién luminal de
compuestos, siendo importantes en la remocion de sustancias dafiinas al
cerebro lo que conlleva a una reduccion de posibles efectos toxicos (37). Una
estrategia para evitar la salida de farmacos del sistema nervioso central es la
inhibicion de las bombas de eflujo, siendo un claro ejemplo el efecto inhibitorio

producido por los poloxameros (38).

1.3.2 Estrategias para aumentar la entrega de NPs al cerebro.

Las estrategias existentes para la entrega de principios activos al sistema
nervioso central se basan en la modificacidon quimica de éstos con el fin de
aprovechar los sistemas de transporte que se encuentran en la barrera, o0 a
través de la conjugacion de ligandos que reconozcan los receptores expresados
en la BHE. Dentro de este punto, es la transcitosis mediada por receptor la via
de transporte por la cual la comunidad cientifica ve una de las mayores

probabilidades de tener éxito en traspasar dicha barrera (39).

Con el fin de mejorar la entrega al cerebro, nuestro grupo funcionalizé6 NPAu
con un constructo peptidico formado por la secuencia CLPFFD (reconoce

ATAB) y con la secuencia THRPPMWSPVWP (THR) (40). Esta ultima
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secuencia peptidica interactia con el receptor de transferrina presente en las
células endoteliales microvasculares de la BHE, lo que resulté en un incremento
en la permeabilidad del conjugado al cerebro tanto en experimentos in vitro
como in vivo. El mecanismo por el cual el conjugado NPAu-THR-CLPFFD
interactda con la membrana celular es dependiente de su conformacion y carga.
La hidrofobicidad del péptido LPFFD permite que el conjugado se acerque a la
membrana celular, y por ende, al receptor de transferrina. En este punto, el
péptido THR interactia con el receptor generando un mecanismo de transporte
activo (probablemente TMR). Sin embargo, otro mecanismo donde el conjugado
interactie con proteinas plasmaticas, como resultado de la presencia de
LPFFD, no puede ser descartado. Ademas, este conjugado incrementd el

namero de NPAu que selectivamente llegaron a los ATAR.

1.4 Importancia de las caracteristicas fisicoquimicas en el comportamiento

biol6gico de las NPs.

Para el posible uso farmacéutico de las NPAu es importante considerar los
distintos factores que puedan generar alguna interaccién inespecifica que altere
la penetracion, biodisponibilidad y toxicidad de la particula. Ademas de la via de
administracion y farmacocinética, la estabilidad de la NPAu juega un rol
fundamental, la cual es dependiente del tamafio, forma, la carga y el

recubrimiento de la particula. Lo anterior, debido a que la interacciéon primaria
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entre la NP y los constituyentes de la membrana determinaran su transito hacia

el interior de las células.

Se ha demostrado que el tamafio de las NPAus juega un rol importante en su
proceso de internalizacién celular (Figura 5) (14, 41). Las NPAu-es de 5 nm son
internalizadas por difusion pasiva pudiendo difundir a través de poros
transitorios sin que se produzca disrupcidon de la membrana celular. Las
nanoparticulas de tamafios mas grandes, de 20 a 50 nm, son internalizadas por
endocitosis, mientras que las NPAus de tamafios mayores a 70 nm no son
internalizadas eficientemente. Por lo tanto, se puede decir que la internalizacion
celular de las NPAus es inversamente proporcional a su tamafio. Sin embargo,
es importante mencionar que la razén y alcance de internalizacién de la NP
puede variar entre distintas lineas celulares (42). Asimismo, factores
fisicoquimicos como la hidrofobicidad de las NPs lleva a que éstas sean
retenidas por elementos celulares del sistema reticulo endotelial (ej:
macrofagos), siendo posteriormente acumuladas en el higado y bazo,
disminuyendo su llegada al sistema nervioso central. De esta manera las NPs

son excretadas principalmente por via biliar.
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Figura 5: Representacion esquemética del efecto del tamafio de la NPAu sobre la interaccion con la
membrana celular y su posible internalizacion. En los diagramas (a), (c) y (e) se ejemplifica como las
NPAu cubiertas con transferrina son internalizadas a través de TMR. Los diagramas (b), (d) y (f)
representan la interacciéon de NPAu de diferentes tamafios con la membrana celular. (a) y (b)
corresponden a NPAu de 4 a 14 nm; (c) y (d) representan NPAu desde los 30 a 50 nm; (e) y ()
representan NPAu > 70 nm. Esquemas adaptados y modificados de las referencias 14 y 43.

La captura celular de NPs es también dependiente de la forma (14). Se ha
observado que la captura de NvAu es menor que la de las NPAu-es para
nanoparticulas que poseen el mismo volumen. Una de las razones podria ser la
diferencia en la curvatura de las distintas formas de las NPs. Por ejemplo, las
NvAu pueden tener una mayor area de contacto con los receptores de la
membrana celular que las nanoesferas cuando el eje longitudinal de la barra
interactia con los receptores. Esto podria reducir el nUmero de receptores
disponibles para la unién. Una segunda razén podria ser la cantidad de
moléculas de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) presentes en la superficie
de las NvAus durante su sintesis. Si el CTAB esta presente en la superficie, las
proteinas séricas no serdn capaces de unirse a la superficie de la NP

eficientemente. De esta manera, la cobertura de proteinas sobre la superficie de
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la NvAu no sera homogénea. En ambos casos, las proteinas de la superficie de
las NVAu no se uniran a los receptores de la superficie celular de manera
adecuada. Los datos experimentales muestran que mientras mayor es la
relacion de aspecto largo/ancho, menor es la captura respecto a NvAu que

poseen relacion de aspecto mas pequefia (43).

Estudios recientes han demostrado que la captura celular de NPAus se ve
significativamente afectada por la carga superficial de las NPs (44, 45, 46). La
eficacia en la internalizacion de nanoparticulas cargadas positivamente es
mayor que para las cargadas negativamente o neutras. Las NPs cargadas
negativamente tienden a ser retenidas mas eficientemente por el RES y son
removidas de la circulacion sanguinea. Las NPs cargadas positivamente
deberian adherirse a la membrana celular cargada negativamente y esto
facilitaria su mayor captura celular. Un estudio de Cho et al. demuestra que la
internalizacion de NPAu-es por células SK-BR-3 es dependiente de su densidad
de carga superficial, donde las NPs cargadas positivamente exhiben una mayor
internalizacibn comparadas con las nanoesferas neutras o cargadas
negativamente (44). Notablemente las NPs catidnicas pasan a través de la
membrana celular mediante la generacion de poros transitorios, un proceso que
podria asociarse con la citotoxicidad (Figura 6), ya que también se ha visto que

pueden inducir procesos de hemdlisis y agregaciéon plaquetaria.
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Figura 6: Imagenes de microscopia de fuerza atémica de una bicapa lipidica sobre una superficie de
mica en presencia de NPAu-NH; (a). NPAu- NH> incubada en una bicapa lipidica (b). Después, las
NPAus expandieron los agujeros pre-existentes (c). Escala de 500 nm. Extraido de la referencia 45.

Las interacciones con ciertas moléculas de superficie en la membrana celular
serian las responsables de facilitar la captura de NPAus cargadas
negativamente. Un cierto nivel de densidad superficial de carga de la NPAu
proporcionaria un balance entre la internalizacion celular y la citotoxicidad para
alcanzar una eficiencia de entrega 6ptima (Figura 7). Es por esto que resulta
imprescindible determinar la carga superficial de la NP que se desea utilizar con
fines terapéuticos. En el caso de que el blanco terapéutico sean los ATAB, que
se encuentran en el cerebro, la NPAu debe atravesar la BHE y ademas evitar
unirse a moléculas bioldgicas que puedan favorecer su captura por otros
organos como el higado, ya que las NPs cargadas negativamente son
fagocitadas por las células de Kuppfer, con lo cual disminuye su

biodisponibilidad.
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Figura 7: llustraciébn esquemética que representa como la densidad en la carga superficial de las
NPAu afecta su internalizacion celular y citotoxicidad en células de mamiferos. Las NPAus cationicas
interactian con la membrana, mientras que las anidnicas e hidrofébicas no pueden alcanzar la
membrana de manera facil. Al incrementar la carga superficial de la NPAu, se promueve la
internalizacion pero también la citotoxicidad. Extraido de la referencia 46.

Para comprender de mejor manera el proceso de internalizacion celular de las
NPAus, es necesario considerar los componentes biolégicos en el medio que
podrian interactuar con las NPs para formar la “corona de proteinas” (47). Este
concepto es importante y puede influenciar las propiedades superficiales, carga,
hidrofobicidad y estabilidad coloidal. Mas aun, el “capping” de proteinas puede
determinar la interaccion de las NPs con las membranas y su subsecuente
internalizacion. Lo anterior, ha sido investigado mediante la funcionalizacion de
NPs con distintas proteinas (por ejemplo EGF, transferrina) y se encontré que
estas proteinas unidas a las NPAus tienen propiedades similares en la
internalizacion que las NP cubiertas con proteinas séricas (43). Sin embargo, la
internalizacion de NPs funcionalizadas es menor que para las que estan
cubiertas con proteinas séricas, lo cual es consistente considerando, que por

ejemplo, la transferrina representa solo un tipo de proteina en el medio celular y
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las células presentan multiples tipos de receptores, disminuyendo la densidad
superficial de receptores de transferrina. Como resultado, los receptores de
transferrina son rapidamente saturados por las NPAus cubiertas de transferrina
mientras que para las nanoparticulas cubiertas de proteinas séricas, la
densidad superficial de receptores disponibles es mucho mayor, debido a que
muchos tipos de receptores estan disponibles. Después de cortos periodos de
incubacion, la corona proteica esta constituida principalmente por fibrinbgeno y
albumina, los cuales se encuentran predominantemente en la sangre. Sin
embargo, esto es dependiente de la funcionalizacion de la NP. Luego de largos
periodos, las proteinas menos abundantes con mayor afinidad las desplazan.
Esto es, la unién que podria promover la fagocitosis y retenciéon mediada por
receptores de células pertenecientes al RES. La eficacia en la internalizacion de
NPs puede ser aumentada aprovechando la relacién ligando-receptor para
células que sobreexpresen un determinado tipo de receptor. Es aceptado que la
union de proteinas plasmaticas tiene un efecto en la biodistribucion de las

nanoparticulas in vivo (48).

1.5 Utilizacion de polietilenglicol en NPs como agente estabilizante.

La estabilidad de las NPAus en un determinado medio, y el tiempo de
circulacion in vivo, puede ser incrementada utilizando distintos agentes como el

polietilenglicol (PEG) (49), el acido mercaptosuccinico, el acido

18



mercaptopropionico, ADN, y varios otros polimeros. Mientras mas pequefia,
neutra y mas hidrofilica es la superficie de la nanoparticula, mayor es la vida
media en el plasma (48). Para particulas hidrofébicas, muchos estudios han
evaluado el desarrollo de la corona proteica, en donde la corona esta formada
por macromoléculas hidrofilicas que crean una capa de polimeros, actuando
como una barrera estérica de superficie que estabiliza las nanoparticulas vy
reduce la opsonizacion (Figura 8) (50). EI PEG-tiolado (HS-PEG), el cual es un
polimero hidrofilico, es uno de los ligandos de superficie mas utilizados para
incrementar la vida media de circulacion de las NPs bloqueando la adsorcion de
proteinas séricas y el proceso de opsonizacion (48). EI PEG separa las
moléculas activas de la superficie de oro, permitiendo asi un mejor
reconocimiento molecular del blanco (51). Ademas, el recubrimiento con PEG
disminuye el potencial zeta de las NPAu a niveles cercanos a la neutralidad, lo

gue disminuye las interacciones inespecificas (52).
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Figura 8. Biodistribucién de NP determinada por su interaccién con proteinas plasmaticas. Modulacién
de la distribucion de una particula sin mayor modificacion superficial, pudiendo unirse a muchas
moléculas plasmaticas, como las opsoninas, por lo cual su acumulacién se vera mayoritariamente
relacionada a 6rganos vinculados con el SRE (representado en verde). Una particula modificada con
PEG en superficie, disminuira este tipo de interacciones, aumentando la disponibilidad para poder
entregar farmacos a distintas dianas terapéuticas (representado en rojo). Finalmente, es posible
modular el tipo de interaccién con proteinas del plasma. Como ejemplo puede mencionarse el
recubrimiento con polisorbato, con lo cual se puede inducir la interaccion con ApoE y de esta manera
favorecer el paso a 6rganos como el cerebro que presentan receptores a nivel de BHE para ApoE,
(representado en azul. Extraido de la referencia 50.

A modo de ejemplo, Niidome et al. inyectaron por via intravenonsa NvVAus
modificadas con PEG, donde se observl que permanecen en circulacién por un
periodo de tiempo mas largo que las NvAus sin modificar, lo que disminuye su
acumulacion en el higado (53). Por otro lado, se ha observado que en

liposomas recubiertos con PEG, el tiempo de circulacion es aproximadamente
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seis veces mayor que para liposomas sin este recubrimiento, mientras que la
cantidad que fue captada por el RES fue tres veces menor (52).

Por ultimo, es importante considerar que la presencia de muchas moléculas de
PEG en la superficie de las NPAus podria influir en la interaccion con otros
grupos en la superficie a través de efectos estéricos, por lo que la densidad

superficial de las macromoléculas es también un parametro critico.

En este trabajo, las NPAus seran funcionalizadas con PEG con el fin de reducir
interacciones no especificas y aumentar la estabilidad de las NPs en el medio
biolégico. Ademas, se espera que por la reduccion de la carga superficial exista

una reduccion en la citotoxicidad y en las interacciones con el RES.

1.6 Uso de ciclodextrinas para la entrega de farmacos.

En la actualidad, el estudio de NPs funcionalizadas con ciclodextrinas (CDs) ha
sido desarrollado, tanto para usos farmacolégicos (54), analiticos (55) o de
diagnéstico (56). Las CDs son oligdmeros ciclicos formados por unidades de a-
d-glucopiranosa que poseen una cavidad central hidrofébica y una superficie
externa hidrofilica. Las mas conocidas son las a-, B- y y-CDs, con seis, siete u
ocho unidades de glucosa, respectivamente (57). Estas cavidades son capaces
de unir varias moléculas organicas o inorganicas para formar complejos de

inclusion estables o agregados supramoleculares sin formacion de enlaces

21



covalentes. Las CDs son capaces de incrementar la biodisponibilidad de
farmacos en los sistemas de células Caco-2. Arima et al. demostraron que la
dimetil-3-CD (DM-B-CD) aumenta la biodisponibilidad del tacrolimus (58).
Ademas, la HP-B-CD y la DM-B-CD incrementan 19 y 22 veces mas,
respectivamente, el coeficiente de permeabilidad del cosalano (un potente
inhibidor del VIH) (59). Ambos trabajos concluyen que las CDs pueden
promover el transporte al alterar la fluidez de membrana con una minima
disrupcién en la barrera celular. Adicionalmente, se han realizado estudios para
evitar posibles efectos toxicos de las CDs que podria presentarse sobre la BHE
(60). Asimismo, los polimeros basados en [(B-CD han sido ampliamente
utilizados para la entrega de farmacos. En un trabajo reciente, nanoparticulas
poliméricas compuestas por (-CD y segmentos de poli B amino-ester han
demostrado no afectar la integridad de modelos in vitro de la BHE y no ser
citotoxicas (61). Ademas, demostraron tener un coeficiente de permeabilidad
mayor que el obtenido para el dextrano, el cual es utilizado como control. Por
otro lado, Gil et al. demostraron que la utilizacion de nanoparticulas de B-CD
que contienen grupos amonio cuaternario (QABCD) poseen una gran
penetracion a través de la BHE facilitando el ingreso de doxorubicina (DOX), un
farmaco anticancerigeno hidrofébico (54). Los complejos DOX/QABCD
presentaron actividad antitumoral respecto de la linea U87 (glioblastoma
humano) no mostrando efectos citotoxicos ni perforaciones a nivel de la BHE en

modelos in vitro de monocapa de BBMVECSs. Tilloy y cols. reportaron que la -
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CD y la B-CD metilada incrementan la permeabilidad de DOX (62). Sin
embargo, los autores explican que este aumento en la permeabilidad se debe a
la extraccion de colesterol de las células de capilares endoteliales del cerebro
debido al efecto de la B-CD, lo que provocaria un dafio neuronal severo.
Ademas, ciertos estudios han demostrado que las CDs pueden tener efectos
toxicos sobre las membranas (62, 63, 64). Utilizando modelos de BHE in vitro,
Monnaert et al. (63) estudiaron la permeabilidad endotelial y toxicidad de y-CD y
de hidroxipropil-y-CD (HP-y-CD). Se observé que a mayores concentraciones
de CD aumentaba la permeabilidad, pero el efecto se debia a una pérdida en la
integridad de la membrana. Resultados similares se obtuvieron al determinar el
umbral de toxicidad para distintas CDs (a-, B-, y-CD), encontrandose que la
pérdida de integridad en los modelos in vitro de BHE se debe a que las CDs
remueven los componentes de la membrana (64), aunque no se pudo encontrar
una relacion estructura/permeabilidad en las distintas CDs estudiadas.
Asimismo, los resultados anteriores pueden ser comparados con estudios
realizados en monocapas de células Caco-2, las cuales son utilizadas para

predecir la toxicidad o permeabilidad de una droga a través de la BHE.

En esta propuesta, las NPAus se modificaran con CDs con el fin de aumentar la

permeabilidad celular de las mismas.
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Propuesta de trabajo

En este proyecto NPAus seran multifuncionalizadas con PEGs y ciclodextrinas
con el fin de generar nanoparticulas estables que penetren en modelos de
membrana y que no posean efectos sobre la viabilidad celular. A través del
cambio de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas mediante la
funcionalizacion es posible controlar el grado de penetracién a través de las

membranas y los efectos sobre la viabilidad celular (Figura 9).
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Figura 9. Resumen de la propuesta de trabajo. NPAu seran funcionalizadas con distintos PEGs (A y B).
El grupo COOH de los HS-PEG-COOH seran modificados con CD-NH; (C) mediante la reaccion 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida/N-hidroxisuccinimida (EDC/NHS) para obtener un enlace amida.
Posterior a la obtencion de las NPAus multifuncionalizadas, se procederd a: a) caracterizacion
fisicoquimica, b) evaluacién de permeabilidad en membranas, y c) ensayos de penetracién y viabilidad

celular.

24



Hipotesis

La multifuncionalizacion de Nanoparticulas de oro con polietilenglicol y
ciclodextrina modifica las propiedades fisicoquimicas generando cambios en la

permeabilidad a través de membranas, no afectando la viabilidad celular.
Objetivos

1. Objetivo general

Multifuncionalizar NPAu-es con polietilenglicol y ciclodextrinas y estudiar sus
propiedades fisicoquimicas, su permeabilidad celular y sus efectos sobre la

viabilidad celular.
2. Objetivos especificos

1) Sintetizar NPAu-e y funcionalizarlas con diferentes proporciones de distintos

PEG tiolados.

2) Modificar con ciclodextrinas aminadas las nanoparticulas de oro

funcionalizadas con PEG.
3) Caracterizar fisicoguimicamente las nanoparticulas obtenidas.
4) Evaluar la permeabilidad en modelos de membrana fosfolipidicas.

5) Evaluar la penetracion celular y los efectos sobre la viabilidad celular.
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Metodologia

1. Sintesis de NPAu-e y funcionalizacion con polietilenglicol.
Todo el material de vidrio utilizado se lavd previamente con agua regia
1.1) Sintesis de NPAu-e:

Para la obtencion de NPAu-e, se utilizé la metodologia descrita por Petkova y
cols (65). Brevemente: NPAu-e son preparadas por reduccion con citrato de
HAuCI,. Una solucion acuosa de HAuCI, es llevada a reflujo y luego de 10 min
se le agrega una solucién acuosa de citrato de sodio 38,8 mM calentada entre
50 y 60°C. Se deja el sistema a reflujo en un balén de fondo redondo durante
30 minutos exactos hasta la obtencién de una solucion roja oscura. Una vez
obtenidas las NPAu-e, el pH se ajusta entre 7-8 utilizando una solucion de
NaOH diluido. Estas nanoparticulas se llevaron a una concentracion final de 5

nM con citrato de sodio 1,2 nM:

1.2) Funcionalizacion de NPAu-e con PEG: Las NPAu-e fueron
funcionalizadas con HS-(CH,CH,0),CH,CH,COMe (HS-PEG-OMe) y con HS-
(CH,CH,0),CH,CH,COOH (HS-PEG-COOH), en ambos el n fue igual a 100.

Estos PEGs contienen un grupo tiol que permite la quemisorcion sobre la
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superficie de oro. Para la obtencibn de NPAu-es modificadas con PEG se

modificd el protocolo utilizado por Huang y cols (66).

En un vial de vidrio se colocaron 10 mL de la solucién 5 nM de nanopatrticulas
obtenidas en 1.1. Posterior a esto, se agregaron 50 pL de una solucién de HS-
PEG-OMe a un 1 mg/200 uL de agua, y se dejaron en agitacion durante 10
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, el vial fue sonicado para desprender
las NPAu-e adheridas en el vidrio y fue centrifugado durante una hora a 13.200
rom (8404 g). El sobrenadante fue descartado, y el pellet fue resuspendido en
10 mL de agua. Se agregaron 300 pL de una solucion de HS-PEG-COOH a un
1 mg/200 L de agua y se dej6é en agitacion durante 1 hora. Luego, el vial fue
sonicado y la solucion fue centrifugada a 13.200 rpm (8404 g) durante una hora.
Nuevamente se descartd el sobrenadante y el pellet fue concentrado y

almacenado en 1 mL de agua a 4°C.

1.3) Estudios realizados con distintas proporciones de PEG: En el caso de
los estudios que se realizaron con distintas proporciones de PEG, en todos los
casos se mantuvo constante la cantidad de HS-PEG-OMe que se agreg6 (50 L
a un 1 mg/200 pL de agua). Las cantidades de HS-PEG-COOH que se
agregaron en la segunda etapa fueron las siguientes: a) 0,01 mg/200 pL b) 0,5

mg/ 200 pL c¢) 1 mg/200 L d) 2 mg/200 pL e) 5 mg/200 pL de agua (muestras
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A, B, C, D y E, respectivamente). Para todos los casos, se siguidé el mismo

protocolo que el descrito en el punto 1.2.

1.4) Estudios de estabilidad en funcidon del tiempo, del pH y de la fuerza
ibnica: Los estudios se realizaron en las muestras A, B, C, D y E descritas en el
punto 1.3. En el caso de los estudios de estabilidad en el tiempo, las muestras
resuspendidas en agua fueron almacenadas a temperatura ambiente durante el
periodo de estudio. Los estudios de estabilidad a distintos pH se realizaron
mediante la adicion de HCI o NaOH (0,5 M) con el fin de obtener el pH deseado.
Finalmente, en el caso de los estudios de fuerza i6nica, se adicion0 una
solucion de NaCl (3 M) a las distintas muestras con el fin de que la

concentracion final de NaCl en cada muestra fuera de 150 mM.

2. Modificacién con ciclodextrinas aminadas de las nanoparticulas

funcionalizadas con PEGs.

2.1) Funcionalizacién de NPAus conjugadas con PEGs con CD-NH;:
Mediante la  reaccion 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)  carbodiimida/N-
hidroxisuccinimida (EDC/NHS) se obtuvo el enlace amida que une el extremo

carboxilico de la molécula PEG con el grupo NH; de la ciclodextrina (67). Para
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activar los grupos carboxilicos del poliéter, se centrifugd durante una hora el
conjugado NPAu-e-S-PEG-OME/COOH con el fin de concentrar la muestra. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue activado mediante la adicion de
100pL de una solucion con 1mg de EDC y 2,5 mg de NHS en buffer MES pH
5,5. Luego la solucion fue sonicada durante 15 minutos y se centrifugé durante
una hora a 13.200 rpm (8404 g). El sobrenadante fue descartado, ya que
contiene el exceso de EDC y NHS y luego se adicioné 500 uL de una solucion
de CD-NH; en agua. La solucion fue agitada a temperatura ambiente durante
toda una noche, y posterior a esto se centrifugé durante 1 hora y 50 minutos a
13.200 rpm (8404 g). El sobrenadante fue descartado y el pellet que
corresponde a las NPAus funcionalizadas con CD-NH,, fue resuspendido en 1

mL de agua y almacenado a 4°C.

2.2) Determinacién del grado de funcionalizacién con CD-NH,: Con el fin de
evaluar el grado de funcionalizacion de las NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH con
CD-NH,, se determind la concentracion de ciclodextrina monoamino en el
sobrenadante mediante un ensayo de fluorescencia. Se utilizé el reactivo
fluorescamina, el cual reacciona con aminas primarias dando un compuesto
fluorescente en condiciones de pH basico (8-11). Se construyd una curva de
calibracion con un rango de concentracién entre los 0,3 pM y 6 UM en

amortiguador fosfato. El protocolo utilizado fue adaptado de Zhang y cols (68).
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Brevemente, a 100 pyL de una solucién standard se le agregaron 5 puL de una
solucion de fluorescamina en acetona (5 mg/mL) en una placa negra opaca de
96 pocillos. Las soluciones fueron agitadas en la placa durante un minuto y
luego de 15 minutos incubando en ausencia de luz, la fluorescencia se midio a
una longitud de onda de excitacion de 390 nm y una de emisién de 480 nm. Se
realizaron 10 mediciones del blanco (100 pL amortiguador fosfato mas 5 uL de
fluorescamina) para determinar el limite de deteccion (LD) y el limite de

cuantificacion (LC) mediante las siguientes férmulas:

LD = (Yb+ 3x5Sb) LC=(Yb+ 10x Sh)
m m

Donde Yb corresponde a la media del blanco, Sb a la desviacion estandar del

blanco y m a la pendiente de la curva de calibracion.

En el caso de las muestras reales, las NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH fueron
conjugadas con 0.5, 1 y 2 mg/mL de CD-NH,. El sobrenadante de estas
muestras se llevd a una concentracion de 3 UM y se realizé la medicion de

fluorescencia, interpolando el resultado dentro de la curva de calibracion.
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3. Caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas obtenidas.

3.1) Espectrofotometria UV-Visible: Se determindé la banda del plasmon
superficial de las NPAu-e mediante espectrofotometria y su desplazamiento
luego de ser funcionalizadas con HS-PEG-OMe, HS-PEG-COOH y CD-NH,.
Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro LAMBDA 25 UV/VIS

(Perkin Elmer), realizando un barrido entre 400 a 800 nm.

3.2) Dispersion dinamica de la luz (DLS): El diametro hidrodinamico de los
distintos conjugados, se evalué mediante DLS a 25°C utilizando un equipo
Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). En el caso de las NPAu-e el
dispersante correspondia a citrato, mientras que para las demas muestras

correspondia a agua milli-Q.

3.3) Potencial Zeta: La carga superficial de las nanoparticulas fue determinada
a 25°C utilizando un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) a
través del modelo de Smoluchowski. El potencial zeta de las NPAu-e fue
determinado en solucién de citrato de sodio 1,2 mM, mientras que en el caso de

los otros conjugados fue determinado en agua milli-Q.
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3.4) Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS): Para
confirmar la conjugacion del PEG con la nanoparticula (enlace S-Au) y la unién
del grupo carbonilo del PEG con el grupo NH; de la ciclodextrina (enlace amida)
se realizaron mediciones utilizando la técnica de espectroscopia de
fotoelectrones generados por rayos X (XPS) en el laboratorio del Dr. José
Francisco Marco, Departamento de Sistemas de Baja Dimensionalidad,
Superficies y Materia Condensada. Instituto de Quimica Fisica “Rocasolano”,
Madrid, Espafia. Los datos de XPS se obtuvieron utilizando un analizador de
electrones channeltron CLAM 2 y una radiacion alfa de Mg K (1253,6 eV) bajo
un vacio superior a 5x10° torr. Los espectros fueron obtenidos a una energia
constante de 20 eV. La escala de energia de ligadura fue ajustada a la sefal

principal del C 1s, la cual est4 a 284,6 eV.

3.5) Microscopia electrénica de transmision (TEM): Con el fin de evaluar la
conjugacion de las nanoparticulas con los PEGs y la CD, y determinar el
tamafo de los conjugados, las muestras fueron observadas mediante TEM. Las
imagenes fueron obtenidas en el Institute for Research in Biomedicine (IRB),
Barcelona, Espafa, utilizando un microscopio JEOL JEM-1010. Las muestras
NPAu-e, NPAu-e-S-PEG-OME, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-
OME/COO-NH-CD fueron preparadas dejando secar una gota de solucién con

nanoparticulas sobre microgrillas de cobre, a las cuales se les removio el
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exceso de solucion. Posterior a esto, se tifieron las muestras con acido
fosfotingstico al 1% y se dejaron secar a temperatura ambiente. Luego las
muestras fueron observadas por TEM, con el fin de estudiar la morfologia,
homogeneidad de tamafo y presencia del halo de materia organica, indicativo
de la funcionalizacién. Las imagenes fueron analizadas por medio del software
ImageJ, con el fin de determinar el tamafio de las nanoparticulas, asi como

también el tamafio del halo producido por la funcionalizacion.

4. Evaluacién de la permeabilidad de membranas

4.1) Modelos de membranas fosfolipidicas: Se utilizé el ensayo in vitro de
permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA) descrito por Di y
colaboradores (69). Brevemente: 300 uL de una solucion de Tiopental (Control
positivo), Azul de Evans (Control negativo), NPAu-e desnudas, NPAu-e-S-PEG-
OME, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-OME/COO-NH-CD se
afladieron al compartimento donor. La membrana que actida como filtro fue
cubierta con 4 pL de fosfatidilcolina disueltos en dodecano (20 mg/mL) y en el
compartimento aceptor se adicionaron 300 yL de la misma solucion, pero sin
nanoparticulas. Luego se formé un “sandwich”, que consiste en la solucion
donante con las NPAu en el fondo, la membrana lipidica artificial al medio, y la

solucion aceptora arriba, y se dejo a temperatura ambiente durante 24 h con
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agitacion mecanica orbital de 180 rpm. Se determiné el To, y el Togn, los cuales
corresponden a la absorbancia de cada muestra a tiempo 0 y luego de 24
horas, respectivamente. La absorbancia de las NPAu y los controles en los
pocillos aceptores y de referencia se determiné6 mediante espectrofotomeria
UV-Visible. La permeabilidad efectiva (Pe) se determin6 mediante la siguiente

formula;

 -2183 2 % C,(t)

=——Xlog|l— ———=| x107°
" og . (0) cm/s

e

Donde:
t = tiempo de medicién en horas
Ca = concentracioén placa aceptora a tiempo t

Cp = concentracion placa dadora a tiempo 0.

5. Evaluacion de la penetracion celular y efectos sobre la viabilidad

celular.

5.1) Ensayos de penetracion celular: Mediante activacion neutronica se

determind la cantidad de oro correspondiente a nanoparticulas que

34



interaccionaron y/o penetraron en células de neuroblastoma de la linea celular
SH-SY5Y. Se sembraron 60.000 células por pocillo, y una vez que éstas se
encontraran estiradas en la placa, se procedié a agregar el tratamiento
correspondiente. En el ensayo se evaluaron por triplicado soluciones de NPAu-
e-S-PEG-OME, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-OME/COO-NH-
CD a una concentracién final de 0.5 nM por pocillo, ademas de un control con
medio, lo cual se realiz6 con un n = 3. Luego de 2,5 horas de ensayo, se
procedié a lavar cada pocillo 5 veces con PBS, con el fin de eliminar las
nanoparticulas que no interaccionaron con las células. Posterior a esto, se
agregaron 50 pL de Tripsina 1X a cada pocillo, y se dej6é incubando a 37°C
durante 4 minutos, con el fin de desprender las células de la placa. Se
recolectaron las alicuotas de cada pocillo, y se agregaron 50 pL de PBS (x3)
por pocillo, con el fin de arrastrar el resto de las células, obteniendo un volumen
final de 200 pL de muestra por pocillo. Posterior a esto, las muestras fueron
liofilizadas para ser evaluadas en el Departamento de Aplicaciones Nucleares,
de la Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN), mediante activacion
neutrénica. El total de masa de nanoparticulas fue irradiada por 22 horas, a un
flujo neutrénico térmico de aproximadamente 4.6x10* n*cm*s™. Las muestras
fueron medidas, dependiendo de su radiactividad, por 15 a 60 minutos, en un
sistema de espectrometria gamma de alta resolucion, después de 7 a 11 dias
de haber sido irradiadas. Las soluciones correspondientes al blanco fueron

irradiadas conjuntamente con la muestra y medidas por 15 a 60 minutos segun
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su radiactividad. Para lo anterior, se utilizé un sistema de Espectrometria
gamma N°2, el cual esta compuesto por un detector de Ge hiperpuro de 25%
de eficiencia relativa y de 1,8 Kev de resolucion para el fotopico de 1332,5 Kev
del ®°Co, electrénica asociada, de una tarjeta multicanal Canberra S100 y de un
generador de pulso también Camberra. Los espectros de cada muestra fueron
resueltos usando el software de Canberra Genie 2000. Los resultados de masa
total de los elementos fueron determinados con su incertidumbre asociada,
calculada con un factor de cobertura igual a 2, lo que equivale a
aproximadamente a un nivel de confianza del 95%. Los resultados fueron

expresados en nanogramos totales.

5.2) Ensayos de viabilidad celular: Mediante la reduccién de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio (MTS), en
presencia de PMS, a formazan, se evalué la viabilidad de la linea celular SH-
SY5Y en presencia de NPAu-e-S-PEG-OME, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH vy
NPAu-e-S-PEG-OME/COO-NH-CD a distintas concentraciones (0,05, 0,125 vy
0,5 nM). Se agregaron 10.000 células por pocillo en una multiplaca de 96
pocillos y se utilizé como medio de cultivo DMEM/F12 con 1% de suero fetal
bovino (SFB). EIl ensayo se realizdé durante 24 horas desde que se agrego el
tratamiento, dejando las células en una incubadora a 37°C. Transcurrido el

tiempo de ensayo, se descarté el medio y se incubaron las células con 80 pL de
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DMEM/F12 incoloro y 20 uL de solucion MTS/PMS en cada pocillo durante 1
hora a 37°C. La medicion colorimétrica se realizo a 490 y 655 nm. Por otro lado,
se determind la muerte celular mediante el ensayo de integracion de membrana
CytoTox-ONE™, el cual evalta la liberacién de LDH (muerte celular). La
cantidad de células por pocillo, el medio utilizado, las muestras y sus
respectivas concentraciones, fueron las mismas que las utilizadas en el ensayo
de MTS. Una vez agregado el tratamiento, las células se incubaron durante 24
horas a 37°C. Transcurrido el tiempo de ensayo, se agregaron 4 pL de solucion
de lisis en los pocillos correspondientes al control (maxima liberacion de LDH).
Luego, se tomaron 50 pL de cada pocillo y se agregaron a una placa negra de
96 pocillos, seguido de 50 pL del reactivo CytoTox-ONE™ y se dejé reaccionar
durante 10 minutos. Se llevo la placa a un lector de placa, y se determiné la
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 560 nm y una de
emisién de 590 nm. En el caso de ambos ensayos, se utilizaron controles de

vida y de muerte, ademas de controles de background.
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Resultados

1. Sintetizar NPAu-e y funcionalizarlas con diferentes proporciones de

HS-PEG-OMe/HS-PEG-COOH.

1.1) Sintesis de NPAu-e: Se obtuvieron NPAu-e a través de la reduccion de
HAuCl, con citrato, descrita por Petkova y cols (65). Estas nanoparticulas
fueron caracterizadas por espectrofotometria UV-Visible presentando un
plasmoén caracteristico de nanoparticulas con un tamafio de entre 10 y 20 nm a
518 nm (Figura 10). Mediante DLS se determiné que las nanoparticulas
presentan un diametro hidrodinamico de 21 + 1 nm (Figura 11) y un potencial

Zeta cercano a -46 £ 3 mV (Figura 12).
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Figura 10. Espectro de absorcion UV-Visible de las NPAu-e, presentando un méximo de absorbancia
a 518 nm.
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Size Distribution by Number
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Figura 11. Distribucion de tamafios por nimero de las NPAu-e, en la cual se aprecia un diametro
hidrodinamico promedio de 11 nm (21 nm por intensidad) (Polidispersidad: 0.316)
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Figura 12. Gréfica de potenciales Zeta de las NPAu-e, cuyo valor es cercano a -46 mV.

1.2) Funcionalizacion de NPAu-e con PEG: Tanto las NPAu-e obtenidas en la
primera etapa (NPAu-e-S-PEG-OMe) como las obtenidas posteriormente
(NPAu-e-S-PEG-OME/COQOH) fueron caracterizadas por espectrofotometria

UV-Visible, DLS vy potencial Zeta. En ambos casos se observd un
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desplazamiento del plasmon hacia el infrarrojo que se correlaciona con un
proceso de quemisorcion que conduce a un cambio del indice de refraccion y a
un desplazamiento de la banda plasmonica hacia la region infrarroja (Figura
13), a un aumento en el diametro hidrodindmico (Figuras 14 y 15) y a una
disminucién en los valores absolutos de potencial Zeta (Figura 16), con
respecto al observado para las NPAu-e estabilizadas con citrato. El aumento del
diametro hidrodinamico puede atribuirse a la quemisorcion de las moléculas de
PEG sobre la nanoparticula y el cambio de los potenciales zeta puede atribuirse
a que al reemplazarse una molécula de citrato que presenta tres cargas
negativas por un molécula de PEG neutra como HS-PEG-OMe o con solo una

carga negativa, HS-PEG-COOH, se disminuya la carga total de la particula.
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Figura 13. Espectros de absorcion UV-Visible de NPAu-e-S-PEG-OME (OMe) y NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOQOH (COOQH), presentando un maximo de absorbancia de 520 y 521 nm, respectivamente.
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Figura 14. Distribucion de tamafios de NPAu-e-S-PEG-OMe, cuyo didmetro hidrodinamico
promedio es de 38 nm (Polidispersidad: 0.288)
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Figura 15. Distribucion de tamafios de NPAu-e-S-PEG-OMe/COOQOH, cuyo didmetro hidrodindmico
promedio es de 40nm (Polidispersidad: 0.178)
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Figura 16. Grafica de potenciales Zeta de NPAu-e-S-PEG-OME (A) y NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH
(B), cuyos valores son -19 y -30 mV, respectivamente.

1.3) Funcionalizacion de NPAu-e con variacion en la proporcién de HS-
PEG-COOH: Manteniendo el protocolo anteriormente utilizado en el punto 1.2,
se realizaron conjugaciones de las NPAu-e recubiertas con HS-PEG-OMe y
distintas proporciones de HS-PEG-COOH. De esta manera, se prepararon
muestras con las siguientes proporciones de PEG carboxilico: (A) 0,01 mg/200
uL (B) 0,5 mg/200 uL (C) 1 mg/200 pL (D) 2 mg/200 pL y (E) 5 mg/200 uL de

agua.

Ademas, se estudid la estabilidad de los diferentes sistemas en el tiempo, a
distintos pH (3, 7 y 9) y variando la fuerza iénica (de 0 a 150 mM de NaCl). Los
cambios en sus caracteristicas fisicoquimicas fueron evaluados mediante

espectrofotometria UV-Visible, DLS y potencial Zeta.

Los resultados se resumen en las tablas 1, 2y 3y en las figuras 17 y 18.
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Tabla 1. Estudio de estabilidad de las muestras A (0,01 mg/200 pL), B (0,5 mg/200 uL), C (1 mg/200
pL), D (2 mg/200 pL) y E (5 mg/200 pL) midiendo la longitud de onda en donde ocurre la maxima
absorbancia en funcién del tiempo (1, 2, 3y 7 dias). N = 1.

Dia 1 2 3 7
Muestra
521 521 522 521
| B | 521 521 521 521
521 521 520-522 521
520-522 521 521 520-521
E 521 521 521 520-521

Tabla 2. Resumen de las propiedades fisicoquimicas de las muestras A (0,01 mg/200 pL), B (0,5 mg/200
uL), C (1 mg/200 pL), D (2 mg/200 pL) y E (5 mg/200 pL) cambiando la fuerza iénica (150 mM NaCl). * = no
se pudo determinar el potencial zeta a la fuerza idnica estudiada. N = 1. PDI: Polidispersidad.

UV-Visible A (nm) |Didmetro Hidrodinamico (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
Muestra | Toh | T1h TOh T1h Toh T1h Toh* | Tih*
521 521 39,7401 36,1+0,5 027+0,04 023+001 - -
| B | s 521 37,3+0,4 37,8402 0,20+001 021+0,01 - :
521 521 37,1+0,2 37505 0,16+0,01 023+0,01 - -
521 521 37,70,7 37504 0,20+0,02 0,19+0,01 - -
E 521 521 36,6+ 0,6 39,2+0,2 0,16+0,01 023+0,01 - -

Tabla 3. Efecto del pH 3, 7 y 9 sobre el plasmoén (en nm, medido por UV-Visible) de la muestra A (0,01
mg/200 pL), B (0,5 mg/200 pL), C (1 mg/200 uL), D (2 mg/200 pL) y E (5 mg/200 pL). N = 1.

pH 3 7 9
Muestra
522 520-521 521
[ B | s» 520 521
522 521 521
522 520-522 521
E 521-522 521 519-520

Se puede observar que los resultados de estabilidad en el tiempo obtenidos

para las distintas proporciones de HS-PEG-COOH muestran que todas las
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muestras no presentaron cambios en la longitud de onda donde ocurre la
maxima absorbancia (Tabla 1). Ademas, tampoco se observaron grandes
variaciones en relacion a sus diametros hidrodinamicos durante los 7 dias
(Figura 17.A). Sin embargo, en relacion al potencial zeta, se observé que la
muestra A (0,01 mg/200 pL) presentd una disminucién en los valores absolutos
de su potencial zeta, llegando a valores cercanos a cero al dia 7 (Figura 17.B).
Este comportamiento no se observé en el resto de las muestras estudiadas. En
la Tabla 2 se resumen los parametros fisicoquimicos de las distintas
proporciones estudiadas al someterlas a un cambio en la fuerza i6nica (150 mM
de NaCl), durante un periodo de 1 hora, no observandose cambios en el
maximo de absorbancia, ni en el diametro hidrodinamico de las 5 muestras. No
obstante, en ninguno de los casos se pudo determinar le potencial zeta de las
muestras debido a la cantidad de NaCl presente en solucion. Finalmente, los
resultados de estabilidad a distintos pHs, muestran que todas las muestras
presentan una absorbancia maxima a 522 nm a pH 3, la cual vari6 a medida
gue aumento el pH (Tabla 3). La muestra C (1 mg/200 pL) es la Unica muestra
gue presentd el mismo maximo a pH 7y 9 (521 nm). En relacién a los diametros
hidrodindmicos (Figura 18.A), las muestras B y D presentaron un aumento de
éste cuando fueron sometidas a pH 3, mientras que solo la muestra B present6
un incremento en este parametro a pH 9. En todas las muestras se observd que
a pH 3 el potencial zeta llegd a valores cercanos a 0 mV (Figura 18.B). La

muestra con la menor proporcion de HS-PEG-COOH (muestra A), obtuvo los
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valores menos negativos a pH 7 y 9, en relacion a las otras proporciones
estudiadas (valores cercanos a los -30 mV). Ademas, las muestras By E, y de
menor manera la muestra D, presentaron una disminucién en el valor absoluto
de sus respectivos potenciales zetas a pH 9, en relacidén a sus valores a pH 7.

La muestra C no presentd variaciones entre estos pHs.

44 A —a—A
+B
42 —4—C
-v-D
£ 40 E
Q
9
£ 384
C
£
(<}
5 36
I
e
3 34
£
©
O 5
30 T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Dia
0~ = A
44 B o B
" —A—C
-8 1 —v—D
E
12 4
-16 -
-20 4 J

24

-28

Potencial Zeta (mV)

-32

-36

-40 '

[
w
I
(%)
(o)
~ -

Dia

Figura 17. Estudios de estabilidad vs tiempo realizados a temperatura ambiente durante un periodo de 7
dias. A) Variacion en el diametro hidrodinamico (DLS) de las distintas muestras con mediciones durante el
dia 1, 2, 3y 7. B) Mediciones de potencial Zeta durante los dias 1, 2, 3y 7 de las muestras estudiadas. A
(0,01 mg/200 pL), B (0,5 mg/200 pL), C (1 mg/200 pL), D (2 mg/200 pL) y E (5 mg/200 pL). N = 1.
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Figura 18. Estudios de estabilidad a pH 3, 7 y 9. A) Variacion en el diametro hidrodinamico de las
distintas muestras al someterlas a los pH en estudio. B) Potencial Zeta de las muestras estudiadas al
variar sus pH. Muestra A (0,01 mg/200 uL), B (0,5 mg/200 uL), C (1 mg/200 uL), D (2 mg/200 uL) y E
(5 mg/200 pL). N = 1.
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2. Modificacion con ciclodextrinas aminadas de las nanoparticulas

funcionalizadas con PEGs.

2.1) Funcionalizacion de NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH con CD-NH,: Los
cambios en las caracteristicas fisicoquimicas de la NPAu-e multifuncionalizadas
fueron evaluados mediante espectrofotometria UV-Visible, DLS y potencial zeta

(Figuras 19 y 20, respectivamente).
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Figura 19. Espectro de absorcién UV-Visible NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD, presentando un
maximo de absorbancia de 522nm.
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Size Distribution by intensity
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Figura 20. A) Distribucion de tamafios de NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD, cuyo diametro
hidrodinamico promedio es de 38 nm (PDI: 0.176). B) Grafica de potenciales Zeta de NPAu-e-S-PEG-
OMe/COO-NH-CD, cuyo valor es -19 mV.

Los resultados obtenidos muestran un desplazamiento de la banda plasmodnica
de 521 a 522 al incorporar CD al sistema (Figura 19). Ademas, se observa un
cambio en el potencial zeta en la figura 20.B, el cual posee un valor de -19 mV.
No se observan cambios en el diametro hidrodinamico, lo cual es esperable

debido a las dimensiones de la ciclodextrinas.
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2.2) Determinacion grado de funcionalizacién con CD-NH,: Se determiné la
concentracion de ciclodextrina monoamino presente en el sobrenadante luego
de seguir el protocolo descrito en la seccion 2.1. Para esto se utilizd
fluorescamina, la cual reacciona con aminas primarias generando un
compuesto fluorescente (Figura 21) luego de 15 minutos incubando en

oscuridad en condiciones de pH basico (8-11) (68).

| =
o -
k T
il O_l_ R Nl‘b RN
0 E— -Q}C
LS
O COQH
Fluorescamina Fluoréforo

Figura 21. Reaccion fluorescamina con una amina primaria para generar un compuesto fluorescente
(exitacion a 390 nm y emision a 480 nm). La reaccion se debe llevar a cabo en oscuridad y a pH bésico
(8-11).

2.2.1) Curva de calibracion, limite de deteccion y limite de cuantificacién:
Se construyé una curva de calibracion de CD-NH,, utilizando un rango de
concentracion desde los 0,3 uM a los 6 puM. En la Tabla 1s (Material
Suplementario) se muestran los valores de fluorescencia para cada
concentracion de estandar, con su respectiva desviacion estandar y coeficiente
de variacién. La gréafica de la curva de calibracién se obtuvo con un R? = 0,998

(Figura 22).
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Figura 22. Curva de calibraciéon obtenida a partir de los datos mostrados en la Tabla 1s. Los datos de
fluorescencia fueron medidos utilizando una sensibilidad de 100 y con un n = 3. El R? = 0,988, con una
pendiente igual a 2742,2 uM'l y un intercepto de 504,2 yM.

El limite de detecciéon (LD) y el limite de cuantificacién (LC) fue determinado
realizando 10 mediciones del blanco, el cual corresponde a 100 uL de
amortiguador fosfato. Las férmulas utilizadas se encuentran descritas en la
seccion de metodologia en el punto 2.2. Los valores del LD y del LC se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Valores obtenidos para el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC).

Parametro | Conc (uM)
LD 0,27
LC 0,31
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2.2.2) Andlisis de muestras reales y del grado de funcionalizacion: Con el
fin de determinar el grado de funcionalizacion del sistema NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH con CD-NH,, se escogieron 3 cantidades distintas (0,5, 1 y 2
mg/mL) de ciclodextrina monoamina para realizar la funcionalizacién. Es
importante mencionar en este punto, que la proporcion de HS-PEG-COOH
escogida fue de 1 mg/mL (muestra C), ya que en relacion a los estudios
realizados en el objetivo 1, presentaron la mayor estabilidad alcanzando el
méaximo valor de potencial zeta (-30 mV) que se pudo obtener y manteniendo el
diametro hidrodindmico a distintos pHs. El sobrenadante de cada una de las
muestras con CD-NH; se llevé a una concentracion de 3 uM en amortiguador
fosfato. Lo anterior se calculé asumiendo que la cantidad de ciclodextrina en el
sobrenadante es igual a la cantidad agregada al momento de la
funcionalizacién, por lo cual la diferencia que se observaria al momento de
realizar la medicién de fluorescencia corresponderia a la CD-NH, que se uni6 al
grupo COOH formando un enlace amida. Luego de realizar el ensayo con
fluorescamina y determinar la fluorescencia de cada muestra, los resultados se
interpolaron en la curva de calibracion y se obtuvieron las concentraciones de
CD-NH; en el sobrenadante. Con estos datos se calculd el numero de

moléculas de ciclodextrina por NPAu-e (Figura 23).
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Figura 23. Grado de funcionalizacion de NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH con CD-NH2. Numero de
moléculas de CD-NH, por nanoparticula, al ser conjugadas con 0,5, 1 y 2 mg/mL de ciclodextrina
monoamino.

Se observa que a pesar de que existe una tendencia al aumento del nimero de
ciclodextrina por nanoparticula al aumentar la cantidad de 0,5 a 2 mg/mL CD,

no existe una diferencia estadisticamente significativa en los resultados

obtenidos.
3. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas obtenidas.

3.1) Espectrofotometria UV-Visible, Dispersion dinamica de la luz (DLS) y
Potencial Zeta: En la tabla 5 se resumen los cambios en el plasmon superficial,

didmetro hidrodinAmico y potencial zeta de las NPAus luego de ser
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funcionalizadas con los PEGs y la CD-NH,, los cuales dan cuenta de la

multifuncionalizacién de las nanoparticulas.

Tabla 5. Tabla resumen con los valores obtenidos para UV, DLS y Potencial Zeta de los distintos
sistemas.Las muestras corresponden a NPAu-e desnudas (NPAu-e), NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe),
NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH (COOH), NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD). Muestras medidas a
pH 7. PDI: Polidispersidad.

uv DLS Zeta

Muestra A (nm) DH (nm) PDI (mV)
NPAu-e 518 20,8+0,9 0,32+0,01 -45,8+3,0
OMe 520 38,5+0,4 0,29+0,02 -18,9+0,6
COOH 521 40,3+0,4 0,18 +0,02 -30,1+0,5
CD 522 38,4+1,1 0,18 +0,02 -19,1+1,6

3.2) Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS): Con el
fin de confirmar la formacion del enlace S-Au entre la nanoparticula y el PEG
tiolado, y la formacion del enlace amida entre el grupo carboxilico del PEG vy el
grupo amina de la ciclodextrina, se utilizd la técnica XPS. Las muestras
analizadas corresponden a NPAu-e, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-
PEG-OMe/COO-NH-CD, y un disco de oro. Para llevar a cabo las mediciones,
las muestras fueron liofilizadas hasta obtener una cantidad aproximada de 4 mg
cada una, las cuales fueron analizadas en el laboratorio del Dr. José Francisco
Marco, en el Departamento de Sistemas de Baja Dimensionalidad, Superficies y
Materia Condensada, Instituto de Quimica Fisica “Rocasolano”, Madrid, Espafa
(Figuras 24 y 25). Ademas, se analizaron de manera individual el HS-PEG-OMe

y el HS-PEG-COOH, con el fin de detectar la sefal del grupo tiol (Figura 26).
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Figura 24. Espectros XPS
correspondientes a la sefial
Audfz, y Audfs, del oro. Los
distintos sistemas estudiados
corresponden a: Disco de oro
(Au-disco), NPAu-e Citrato
(Au-NP), NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH (Au-NP c/PEG) y
NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-

NH-CD (Au-NP ¢/PEG y CD).
Los superindices 0 y 1+,
corresponden a oro elemental
y oro en estado de oxidacién

+1, respectivamente.

La figura 24 muestra el analisis y comparacion de las sefiales obtenidas para

diferentes sistemas, en relacién a las sefiales de oro. Mediante un programa
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computacional se ajustan las curvas experimentales a una suma de curvas
gausianas mediante minimos cuadrados, lo que permiti6 evaluar las
contribuciones correspondientes en cada sefial. Primero, se utilizd un disco de
oro (Au-disco), como control de las energias de ligadura que se obtienen para el
oro elemental (Au®), analizando las sefiales correspondientes a Au4f, y Audfs,,
las cuales poseen una energia de ligadura alrededor de 84 y 87 eV,
respectivamente. Al analizar la muestra de NPAu, estabilizadas con citrato (Au-
NP), se observan las mismas sefiales que en Au-disco y ademas, sefiales
correspondientes a Au4fz, y Audfs, de Au*l. Lo descrito anteriormente, también
se observa cuando las NPAu se encuentran conjugadas con ambos PEGs (Au-
NP c¢/PEG) y multifuncionalizadas con CD-NH, (Au-NP c/PEG y CD). Sin
embargo, se observa que en ambos casos existe una disminucion en la
intensidad de las sefiales correspondientes a Au®, en relacién a la muestra Au-

NP.

Por otro lado, se realizd el analisis de la sefial C1s correspondiente al carbono
(energia de ligadura de 284,6 eV), debido a que se utiliza para normalizar el
resto de las sefales, y por otro lado, en el caso de este sistema, por el hecho
de que puede entregar informacion respecto a la presencia de PEG y CD,
debido a la contribucion en la sefial C1ls por su esqueleto carbonado (Figura

25).
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En el caso de Au-disco, a pesar de que corresponde a una superficie de oro
ausente de moléculas organicas, se puede observar sefales correspondientes

al carbono. Lo anterior, se puede explicar debido a que es recurrente que en los
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analisis de XPS exista una contaminacion de CO, en las muestras que han sido
expuestas a la atmoésfera. Ademas de la sefial de C1s, se pueden observar las
correspondientes a C-O-C y O-C=0, a una energia de ligadura de 287,1y 289,1
eV, respectivamente. La muestra Au-NP, presenta las mismas contribuciones
que las observadas en el caso anterior, las cuales muestran una mayor
intensidad debido a la presencia de citrato. Las muestras de NPAu conjugadas
con PEG (Au-NP c/PEG), asi como las multifuncionalizadas con CD (Au-NP
c/PEG y CD), presentaron las mismas contribuciones de energias de ligadura,
con diferencia en las intensidades de éstas, ya que existe un cambio en la
cantidad de grupos presentes. Lo anterior confirmaria la presencia de los PEGs

y los PEGs y CD, en las distintas muestras.

Con el fin de confirmar la conjugacién de los PEGs a la superficie de las NPAu,
se analizo la presencia de la sefial correspondiente a la energia de ligadura de
S2p. Previamente, se determind la presencia del grupo tiol en ambos PEGs por
separado (reactivos puros), observandose la sefial correspondiente al S2p a
una energia de ligadura de 163 eV (Figura 26). Sin embargo, en ambos casos
la intensidad de la seinal fue muy baja, cercana al ruido. A pesar de realizar un
analisis exhaustivo de las NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-
OMe/COO-NH-CD, no fue posible determinar la presencia de la sefal S2p, lo
cual puede explicarse debido a la baja resolucion que presenta. Tampoco fue
posible determinar la sefial de N, que puede dar cuenta del enlace amida entre

el grupo carboxilo del PEG y la amina de la CD, debido a la baja concentracion

57



en la que se encuentra comparado con el resto de las contribuciones en el

sistema.

S2p

COOH

Counts

OME

1 1 I 1 1 1 1 1
167 166 165 164 163 162 161 160

Binding Energy (eV)

Figura 26. Andlisis de la energia de ligadura del S2p del grupo tiol de las muestras HS-PEG-OMe
(OME) y de HS-PEG-COOQOH (COOH).
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3.3) Microscopia electrénica de transmision (TEM): Se prepararon grillas con
NPAu-e con citrato, funcionalizadas con ambos PEGs y multifuncionalizadas
con CDs, las cuales fueron tefiidas con acido fosfotungstico al 1% y evaluadas
mediante microscopia electronica de transmision (Barcelona, Espafia), con el fin
de detectar la presencia del halo producido por la funcionalizacion de PEGs y
CDs, asi como también evaluar el didmetro real de las NPAu-e y su tamafio
cuando fueron funcionalizadas (Tabla 6). En la figura 25 se pueden apreciar las
imagenes obtenidas para NPAu-e estabilizadas con citrato (Fig. 27A), mientras
qgue en el panel B) y C) de la figura 27, se pueden observar las imagenes de
NPAu-e funcionalizadas con ambos PEGs y multifuncionalizadas con CDs,
respectivamente. Se puede observar un halo que se relaciona con la presencia
de PEG quemisorbido sobre las NPAu.

Tabla 6. Tabla resumen con los valores de didmetro (nm) obtenidos para los distintos sistemas mediante

TEM. Las muestras corresponden a NPAu-e estabilizadas con citrato (NPAu-e), NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH (COOH) y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD).

Muestra |Diametro promedio (nm)
NPAu-e 131
COOH 31+3
CD 31+3
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Figura 27. Imagenes obtenidas por TEM para las distintas muestras estudiadas, con sus respectivos
histogramas A) NPAu-e estabilizadas en citrato, imagen ajustada a una escala de 500 nm. B) NPAu-e-
S-PEG-OMe/COOH, imagen ajustada a una escala de 500 nm. (B.1) Magnificacién en la que se indica
el halo con flecha. C) NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD, imagen ajustada a una escala de 500 nm.
D) Imagen ajustada a una escala de 200 nm, para la muestra NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD. (D.1)
Magnificacién en la que se indica el halo con flecha. Para cada muestra y su respectivo histograma se
contaron n = 120 nanoparticulas.

4. Evaluacion de la permeabilidad de las NPAu funcionalizadas en

modelos de membrana.

4.1) Modelos de membranas fosfolipidicas: Utilizando el ensayo in vitro de

permeabilidad de membrana artificial en paralelo (PAMPA) se determino si las
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NPAu-e modificadas tenian la capacidad de atravesar una membrana artificial
por difusion pasiva. Las muestras analizadas corresponden a NPAu-e, NPAu-e-
S-PEG-OMe, NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-
CD, las cuales se encontraban disueltas en PBS y se afadieron al
compartimiento donor, mientras que en el compartimiento aceptor se agregoé
solo PBS. La membrana que actia como filtro fue cubierta con 4 pL de
fosfatidilcolina disueltos en dodecano (20 mg/mL), y el ensayo se llevo a cabo
con una agitaciéon mecanica orbital de 180 rpm a temperatura ambiente, durante
un periodo de 24 horas (Figura 28). En la tabla 7 se muestra la permeabilidad
efectiva (Pe) de cada muestra, ademas de la del Tiopental (control positivo) y

Azul de Evans (control negativo).

Placa aceptora
\

\
Placa dadora

Filtro con Fosfatidilcolina

Figura 28. Esquema ensayo PAMPA. Se observa la placa dadora y aceptora, una vez que el sistema
se encuentra montado para realizar los estudios de permeabilidad de membranas,
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Tabla 7. Permeabilidad efectiva (Pe) de las muestras estudiadas y de los controles (Tiopental y Azul de
Evans). Las muestras corresponden a NPAu-e desnudas (NPAu-e), NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-
e-S-PEG-OMe/COOH (COOH), NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD), Tiopental (TP) y Azul de
Evans (A. de E.). El ensayo fue realizado en triplicado. Se incluye el promedio de la permeabilidad

efectiva (X) y su respectiva desviacion estandar (SD).

Pe X SD
Muestras
(cm/s) (cml/s) (cm/s)
NPAu-e | 2,63x107 | 2,24 x 10" 0 1,12x107"| 1,58 x 10"
OMe | 6,61x107 0 4,02 x10% |2,34x107|3,71x 107
COOH |4,41x107 | 441x107 | 524x107 [4,69x107| 4,81 x 10®
CD 1,82x107 | 2,24x 107 | 3,79x 107 [2,62x107| 1,04 x 10"
Tiopental | 2,03 x 10™ | 2,64 x 10* | 1,33 x 10 |2,00 x 10*| 6,58 x 10
A.Evans | 6,59 x 107 | 7,95 x 10~ 0 4,85x107|4,25x 107
Los resultados resumidos en la Tabla 7, muestran que los distintos

nanosistemas analizados no son capaces de difundir a través de la membrana

de fosfatidilcolina. Lo anterior se ve reflejado en sus valores de Pe, los cuales

son del mismo orden de magnitud que en el caso del Azul de Evans (control

negativo). Por otro lado, el Tiopental (control positivo), si tiene la capacidad de

difundir a través de la membrana en las condiciones estudiadas.
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5) Evaluacion de la penetracion celular y niveles de toxicidad de las

nanoparticulas.

5.1) Evaluacién de la penetracion celular: Se evalud la capacidad de los
distintos conjugados de NPAu-e de penetrar neuroblastomas pertenecientes a
la linea celular SH-SY5Y a través de cuantificacion de Au por activacion
neutrénica. Para lo anterior, se utilizaron los conjugados NPAu-e-S-PEG-OMe,
NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD a una
concentracion de 0,5 nM, y un control de células solo con medio de cultivo
(DMEM F12 + 1% suero fetal bovino). Los cultivos fueron realizados en placas
de 48 pocillos, agregando una cantidad de 180.000 células por pocillo con 200
uL de medio. Una vez que las células se encontraran extendidas sobre la
superficie del pocillo, se procedié a reemplazar 20 pL de medio, por 20 uL de la
solucion con el tratamiento a una concentracion de 5 nM, mientras que en el
control se reemplaz6 por 20 uL de medio fresco. Las células fueron incubadas
durante 2,5 horas, para luego detener la exposicidén a los distintos tratamientos
a través de la remocién de los 200 yL de medio mas tratamiento de cada
pocillo. Posterior a esto, se realizaron 5 lavados consecutivos con PBS en cada
pocillo, con el fin de remover NPAu-e que no hayan interactuado con las
células. Luego, las células fueron separadas de la placa por incorporacion de 50
uL de Tripsina, siendo recolectadas en tubos eppendorfs, junto con un volumen

de 150 uL de PBS correspondientes a 3 lavados (50 uL) consecutivos con PBS,
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con el fin de arrastrar el contenido celular. Una vez recolectadas las muestras,
estas fueron liofilizadas y enviadas a la Comision Chilena de Energia Nuclear
(CCHEN), con el fin de cuantificar la cantidad de oro por muestra a través de
activacion neutronica. Los datos obtenidos fueron graficados (Figura 29) como

cantidad de oro (ug) v/s tratamiento.

Penetracion Celular

| |
e T
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Figura 29. Ensayo penetracion celular en neuroblastoma SH-SY5Y a 2,5 horas con distintos
tratamientos. Los tratamientos corresponden a NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH (COOH) y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD), Los experimentos fueron realizados en
trinlicado con un n = 3. No existe diferencia sianificativa entre los resultados. P < 0.05. Kruskal-Wallis.

En la Figura 29 se puede apreciar que los resultados obtenidos para los
ensayos de penetracion celular no presentan diferencia significativa entre los
sistemas NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH (COOH) y

NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD) a un tiempo de ensayo de 2,5 horas.
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5.2) Ensayos de viabilidad celular: Utilizando la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y, se determind si el grado de funcionalizacion de las
NPAu-e tienen efectos sobre la viabilidad celular. Para ello, se realizaron los
ensayos MTS vy liberacion de LDH. En el caso del primero, se correlacioné la
viabilidad a través de la actividad mitocondrial, produciéndose un compuesto
coloreado (formazéan). Por otro lado, en el caso del segundo ensayo, se
determind la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH), la cual en condiciones
normales solo se encuentra dentro de la célula, por lo cual su presencia se
explica por una ruptura de la membrana, lo cual se relaciona con muerte celular.
En ambos ensayos se utilizaron 10.000 células por pocillo, y concentraciones
de 0,05, 0,125 y 0,5 nM para los distintos tratamientos, que corresponden a
NPAu-e-S-PEG-OME,  NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH 'y  NPAu-e-S-PEG-
OME/COO-NH-CD. En el caso del MTS (Figura 30), se utilizaron como
controles células incubadas con medio (control de vida) e incubadas con SDS
(control de muerte), ademéas de un control del vehiculo utilizado (agua). El
control de viabilidad y del vehiculo utilizado en el ensayo de LDH (Figura 31)
son los mismos que los utilizados en el ensayo MTS, sin embargo, el control de
muerte corresponde a la adicion de un amortiguador de lisis (maxima liberacién

de LDH). Ambos ensayos se realizaron por triplicado con un n = 3.
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Figura 30. Ensayo MTS de viabilidad celular en neuroblastoma SH-SY5Y con distintos tratamientos. Los
tratamientos corresponden a NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH (COOH) y NPAu-
e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD), a concentraciones de 0,05, 0,125 y 0,5 nM cada uno, Los experimentos
fueron realizados en trinlicado con un n = 3. * P < 0.05. Kruskal-Wallis.
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Figura 31. Ensayo de viabilidad celular por medio de liberacién de LDH en neuroblastoma SH-SY5Y con
distintos tratamientos. Los tratamientos corresponden a NPAu-e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH (COOH) y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD (CD), a concentraciones de 0,05, 0,125y 0,5
nM cada uno, Los experimentos fueron realizados en triplicado con un n = 3. *** P < 0,05, Kruskal-Wallis.
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El andlisis de los ensayos de viabilidad celular muestra que los sistemas NPAu-
e-S-PEG-OMe (OMe), NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH (COOH) y NPAu-e-S-PEG-
OMe/COO-NH-CD (CD) no presentan toxicidad en las células de neuroblastoma
a las concentraciones ensayadas durante un periodo de tratamiento de 24
horas. Lo anterior se puede observar debido a que no existen diferencias
significativas entre el control de viabilidad y las muestras estudiadas, tanto en el
ensayo de MTS y LDH, existiendo diferencia significativa solo con el control de

muerte (SDS) en ambos ensayos.
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Discusion

La tesis desarrollada tenia como objetivo general evaluar si la modificacién de
las propiedades fisico-quimicas de nanoparticulas esféricas, a través de la
funcionalizaciébn con PEGs tiolados y ciclodextrinas, afectaba la estabilidad
coloidal, asi como también mejorar la permeabilidad de estos conjugados a

través de membranas, sin afectar la viabilidad celular.

Evaluacion de los cambios en las propiedades fisico-quimicas.

Respecto a la funcionalizacién de NPAu-e con HS-PEG-OMe y HS-PEG-COOH
se puede observar un desplazamiento de la banda plasménica hacia el
infrarrojo conforme se realizan las conjugaciones, partiendo de un valor de 518
nm para las nanoparticulas recubiertas con citrato (NPAu-e), pasando a 520 nm
al funcionalizarlas con HS-PEG-OMe y quedando en 521 nm finalmente al
agregar el PEG carboxilico. Este desplazamiento del plasmoén se correlaciona
con el proceso de quemisorcion que conduce a un cambio del indice de
refraccion y consecuentemente a un desplazamiento de la banda plasmonica

hacia la regién infrarroja.

Por otro lado, considerando que una molécula de PEG con un peso molecular

de 5000 Da completamente extendida posee una longitud de 27 nm (70), se
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observa un aumento en el diametro hidrodinamico de las NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH (40 nm) con respecto a las NPAu-e (20 nm), lo que se deberia a la
guemisorcion de los PEGs sobre la superficie de oro de la nanoparticula. La
diferencia de 7 nm que se observa entre los 27 nm de la molécula de PEG y el
aumento de 20 nm en las NPAu-e se puede deber a la flexibilidad que posee la
molécula y que esta no se encuentre completamente estirada sobre la

superficie de la nanoparticula (71).

Es importante destacar, que el aumento de tamafio va acompafiado de una
disminucion en la polidispersidad (PDI), el cual es un indice de la
homogeneidad de tamafio de las nanoparticulas en solucién. En relacion al
potencial Zeta, primero se observa una disminucién en el valor de las NPAu-e-
S-PEG-OMe (-19 mV), con respecto a las NPAu-e (-45 mV), lo cual es
esperable debido al remplazo del citrato, el cual posee 3 cargas negativas
puntuales, por el HS-PEG-OMe que no posee cargas formales. Posterior a esto,
al agregar el HS-PEG-COOH se ve nuevamente un aumento en el potencial
zeta (-30 mV), lo cual se condice con la capacidad del &cido carboxilico de
desprotonarse vy, por lo tanto, da cuenta de la funcionalizacién con HS-PEG-

COOH.

La multifuncionalizacion de las NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH con CD-NH,

produce cambios en las caracteristicas fisicoquimicas del sistema. Se observa
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un desplazamiento de 521 a 522 nm del plasmoén superficial de la NPAu-e al
agregar la ciclodextrina monoamino. También se observa una disminucién en el
potencial zeta (valor absoluto), desplazandose de -30 mV a -19 mV. Esta
disminucién puede ser atribuida a la modificaciéon de los grupos carboxilo del
PEG con las ciclodextrinas monoamino a través de la reaccion EDC/NHS
formando asi enlaces amida (entre el grupo amino de la ciclodextrina y el
carboxilo del PEG). Se observa una leve disminucion del diametro
hidrodindmico de estas nanoparticulas modificadas con ciclodextrinas,
comparado con el sistema NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH (de 40 nm a 38 nm), sin
embargo, no es una variacion estadisticamente significativa considerando la
desviacion estandar de las mediciones (Tabla 6) y las dimensiones de las B-
ciclodextrinas, las cuales son aproximadamente de 1,53 nm x 0,78 nm (ancho x

largo) (57).

Aunque los analisis mediante XPS no son concluyentes respecto a la
confirmaciéon del enlace covalente Au-S entre las NPAu-e y el grupo tiol de los
PEGs ni tampoco del enlace amida que se forma entre el grupo COOH y el NH,
de la ciclodextrina, los resultados obtenidos dan cuenta de la modificacién que
sufre la superficie de Au de las nanoparticulas con los grupos tioles de los
PEGs (Au-S) y con la posterior modificacion con las CDs. Para el analisis de los

datos, las sefales fueron normalizadas en relacién a las sefiales del Au4f;, y
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Cls, las cuales fueron ajustadas 84.0 y 284.6 eV, respectivamente (72, 73). El
analisis de las sefales de Au entre NPAu estabilizadas con citrato y Au-disco
(Figura 24), muestra que poseen las mismas sefales, y que la primera muestra
ademas presenta sefiales de Au4f;, y Au4dfs, de Au™. Lo anterior, puede
deberse a que parte de los atomos de oro confinados en la superficie de la
nanoparticula experimentan cambios en su estado de oxidacion durante su
sintesis (74). Al comparar las sefiales de Au de NPAu-e estabilizadas con
citrato (Figura 24) con las obtenidas para las nanoparticulas conjugadas con los
PEGs y multifuncionalizadas con las CDs, se puede observar que existe una
disminucién en la intensidad de las sefales correspondientes al estado de
oxidacion cero (Audfs,’ y Au4f;.”), acompafiado de un incremento en las
sefiales correspondientes al estado de oxidacion +1 (Audfs,™ y Audf,,™). Lo
anterior podria ser explicado por dos fendémenos. El primero, es que se
produzca simplemente un cambio en el estado de oxidacion del Au en la
superficie de las NPAu-e, lo cual llamaria la atencién ya que al estar recubiertas
con PEGs, deberian estar menos sujetas a oxidacion. La otra posibilidad es que
la muestra se haya cargado producto de una prolongada irradiacion (16 hrs)
realizada con el fin de obtener una mejor resolucién de los espectros de las
muestras funcionalizadas. Esto podria producir el desdoblamiento de la sefal
de Au4f (en estado de oxidacién cero), la cual se suma a la sefial de Au4f en
estado de oxidacion +1, produciéndose un aumento en la intensidad en las dos

muestras funcionalizadas (75). Por otro lado, al analizar las sefales
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correspondientes a C1s, se pueden observar las contribuciones de esta sefial
en todos los sistemas analizados. La sefial de carbono se observa también en
el disco de Au debido a la contaminaciéon por CO, existente al analizar las
muestras por XPS y que no puede ser eliminada a pesar de trabajar en
condiciones de ultra-alto vacio (73). Las sefiales de las NPAu-e con citrato
presentan mayor intensidad, lo que se relaciona con la presencia de citrato,
mientras que las nanoparticulas funcionalizadas poseen casi las mismas
contribuciones, pero existe un cambio en las intensidades ya que cambian los
grupos presentes, lo que podria dar cuenta de la presencia de los grupos PEG y
CDs. Sin embargo, en estas muestras no se observa la sefial caracteristica del
azufre (energia de ligadura ~ 163 eV, S 2p), la cual es esperable considerando
la quemisorcion (enlace Au-S). El analisis de muestras solidas puras de PEGs,
tanto el —OMe como el —COOH revela que la intensidad de la sefial azufre
(sefal 2p) perteneciente al grupo tiol es practicamente nula con una resolucién
muy baja (Figura 26), mientras que las sefiales de oxigeno y carbono son
intensas y bien definidas. Esto puede deberse a que la mayoria de los &tomos
presentes en las muestras corresponden a C y O, y solo existe un atomo de S
por molécula de polietilenglicol tiolado, por lo que la sefial pierde resolucion.
Finalmente, no se observa la aparicion del nitrdgeno del enlace amida, que
posiblemente, al igual que en el caso de los grupos tioles, su sefial es muy baja

en comparacion a los otros atomos presentes.
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A través de las imagenes obtenidas mediante TEM, se pudo determinar el
diametro de las NPAu-e, asi como su tamafo al ser funcionalizadas con los
PEGs y CD-NH,, los cuales son menores en relacion a los tamafios obtenidos
por DLS (Tablas 6 y 7). Estos resultados correlacionan bien ya que mediante
DLS se obtiene el diametro hidrodinamico de las particulas, el cual corresponde
al diametro de la particula mas una doble capa que se adhiere a la superficie de
esta. Ademas, mediante la tincién con acido fosfotingstico, se pudo observar la
presencia de un halo alrededor de los sistemas funcionalizados tanto con los
PEGs, como con los multifuncionalizados con CD. Dicho halo esta ausente en
las NPAu-e estabilizadas con citrato, lo cual es prueba de la funcionalizacion de

las nanoparticulas.

Estudios de estabilidad.

Al realizar los estudios de estabilidad en funcion del tiempo para las muestras
funcionalizadas con las distintas proporciones de HS-PEG-COOH se puede
observar que la mayoria de las muestras estudiadas presentan estabilidad
durante los 7 dias. Cabe destacar, que las mayores diferencias se observan en
los valores de potencial Zeta (figura 17.B). En el caso de la muestra A, se
observé que el potencial Zeta no sufre variacion con respecto a la hanoparticula
conjugada con solo el PEG metilado (dia 1) y que a medida que transcurre el

tiempo existe una disminucion considerable del valor absoluto de este
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parametro llegando a valores cercanos a la neutralidad (dia 7), lo que nos da
cuenta de una muestra poco estable. Por otro lado se observa que para la
muestra C no hay un aumento del potencial zeta (-30 mV) a valores mas
negativos, aunque se siga aumentando la proporcion de HS-PEG-COOH
(muestra D y E), lo que puede dar cuenta de una saturacion de éste en el
sistema. Ademas se puede notar que la muestra C presenta estabilidad en
todos sus parametros durante los 7 dias. La estabilidad de este sistema puede
atribuirse a un efecto estérico producido por las moléculas de PEG sobre la
superficie de las nanoparticulas y electrostatico atribuible a la carga negativa

del ion carboxilato del HS-PEG-COOH (76).

En relacion a la estabilidad al modificar la fuerza iénica, se observa que todas
las muestras analizadas conservan sus diametros hidrodinamicos al cabo de
una hora de ser tratadas con cloruro de sodio. Sin embargo, al aumentar la
concentracion de NaCl a 150 mM (fuerza ionica similar a la del plasma) no fue
posible determinar el potencial zeta debido a su interferencia en las mediciones.
Finalmente, los resultados de los estudios realizados al modificar el pH de la
solucién (3, 7 y 9) indican un cambio en el potencial zeta (disminucién en el
valor absoluto) de todas las muestras, tomando como referencia los valores
obtenidos a pH 7. A pH=3 se observan los valores mas cercanos a la
neutralidad, debido a que se produce una neutralizacion de los grupos
carboxilos, dado que el pKa de los acidos carboxilicos es cercano a 5 (76). Por

otro lado, al analizar los resultados a pH 9, solo la muestra C (1 mg/200 pL)
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presenta un potencial Zeta similar a pH 7, mientras que en el caso de las otras

muestras se observa un valor menor al obtenido a pH neutro.

La muestra C utiliz6 1 mg/200 uL de HS-PEG- COOH para la funcionalizacion,
es la muestra que presenta mayor estabilidad en los parametros analizados
(poca variacion del didmetro hidrodinamico vs el pH) y, por ende, la

seleccionada para proseguir con la modificacion con CD-NH,.

Grado de funcionalizacion con CD-NH,.

La determinacién del grado de funcionalizacion se llevdé a cabo mediante el
ensayo de fluorescamina (68). La curva de calibracion, realizada entre 0,3y 6
UM, presentd un R? = 0,988; el LD es menor a la concentracién mas baja
utilizada (0,27 uM) y que el limite de cuantificacion es levemente superior (0,31
MM). El grado de funcionalizacibn pudo ser determinado mediante esta
metodologia, observandose una tendencia al aumento del numero de
ciclodextrinas por nanoparticula a medida que se aumenta la cantidad de
ciclodextrina inicial al momento de la conjugacion (Figura 23). Sin embargo,

estas diferencias no fueron significativas.
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Permeacién a través de modelos de membrana.

Mediante el ensayo PAMPA se puede determinar in vitro si un compuesto tiene
la capacidad de permear por difusidbn pasiva. Este ensayo es ampliamente
utilizado en la industria farmacéutica y tiene una buena correlacién con ensayos
celulares, como lo es el de monocapas de células Caco-2 (69). El parametro
que se utiliza para determinar si un compuesto puede o no atravesar una
membrana es la permeabilidad efectiva (Pe), la cual se calcula mediante la
férmula descrita en la seccion 4.1 de metodologias. Se considera que un
compuesto es permeable cuando tiene una Pe del orden de 10° cm/s o mayor.
En el caso de las muestras analizadas, el Tiopental (control positivo) presenta la
mayor Pe (2 x 10 cm/s), lo que se debe a que a pH 7.4 la molécula no se
encuentra ionizada, lo que permite que pueda atravesar la membrana de
fosfatidilcolina. Por otro lado, el Azul de Evans (control negativo), se encuentra
ionizado a pH 7.4, por lo que es incapaz de atravesar la membrana artificial (Pe
= 4.85 x 107 cm/s). Al observar la Pe efectiva de las muestras con
nanoparticulas, en todas existe una permeabilidad efectiva del orden de 10~
cm/s, por lo que ninguna de ellas se puede considerar permeable. Sin embargo,
es importante considerar que si bien se ha descrito que las ciclodextrinas
aumentan la permeabilidad de agentes terapéuticos, esto se deberia a la
interaccion de las ciclodextrinas con el colesterol que se encuentra en la
membrana (62). En el caso del ensayo PAMPA realizado, la membrana se

encuentra formada por fosfatidilcolina, por lo que posiblemente la interaccion de
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ésta con la CD sea nula o no lo suficiente para mejorar la permeabilidad de la
nanoparticula de oro. No obstante, es importante destacar que es dificil que
nanoparticulas de los tamafios obtenidos puedan difundir a través de la
membrana plasmatica si es que ésta se encuentra intacta, es decir, sin

perforaciones.

Estudios de penetracion y viabilidad celular.

Utilizando la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y, se determina como los
distintos sistemas afectan la viabilidad celular, y la capacidad de estos mismos
de penetrar las células. En relacion a lo primero, se utilizaron los ensayos MTS
y liberacion de LDH. La razon de utilizar dos ensayos se debe a la
complementariedad de los resultados obtenidos en cada uno de ellos, debido a
las limitaciones que presenta cada uno de estos ensayos. En el caso del
ensayo MTS, se evalla la formacion de un compuesto coloreado (formazan)
producto de la actividad de enzimas presentes en la mitocondria (77), cuya
actividad se relaciona con la viabilidad celular. Sin embargo, compuestos que
afecten la actividad mitocondrial, ya sea aumentandola o disminuyéndola,
pueden afectar la interpretacién de los resultados debido a una pérdida en la
correlacion entre la aparicién del formazan y la viabilidad celular. Por otro lado,
el ensayo de de LDH, determina el porcentaje de esta enzima liberada de los

cultivos, lo cual se relaciona con la muerte celular. La LDH corresponde a una
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enzima que solo se encuentra a nivel intracelular, por lo que su presencia fuera
de la célula se da cuando existe dafio celular (78). Los resultados obtenidos,
muestran que a las distintas concentraciones ensayadas (0,05, 0,125 y 0,5 nM)
no existe efecto de los conjugados NPAu-e-S-PEG-OMe, NPAu-e-S-PEG-
OMe/COOH y NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD sobre la viabilidad celular en
ambos ensayos al compararlos con el control de sobrevida (células incubadas
con medio). A partir de los resultados obtenidos en estos experimentos, se
determind la capacidad de estos conjugados de penetrar la membrana celular y
de ser internalizadas por las células. Para lo anterior, se utilizé la concentracion
mas alta ensayada (0,5 nM) en las pruebas de citotoxicidad, utilizando un
tiempo de exposicidon al tratamiento de 2,5 horas. Los resultados obtenidos dan
cuenta de que existe una tendencia de las muestras NPAu-e-S-PEG-OMe y
NPAu-e-S-PEG-OMe/COO-NH-CD de presentar una mayor penetracion celular
comparado con la muestra NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH. Lo anterior se
explicaria por el hecho de que las muestras funcionalizadas con solo el PEG
metoxi y con CDs, poseen un potencial zeta mas cercano a la neutralidad (-20
mV), por lo que podria estar favorecida su interaccién con las membranas
comparado con las NPAu-e-S-PEG-OMe/COOH, que poseen un caracter mas
negativo (-30 mV). A pesar de que estos resultados darian cuenta de que no
existe un mejoramiento del sistema en su capacidad de atravesar la membrana
debido a la inclusién de ciclodextrinas, es importante tomar en cuenta que solo

se evalu6 esta interacciéon en un determinado tiempo (2,5 horas), y que es
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posible que a mayores tiempos exista una mayor penetracion de este sistema
en relacion a los otros, por lo cual se debe considerar la futura evaluacion de
dicho proceso a tiempos mas largos. Por otro lado, una de las limitaciones del
ensayo, es que a pesar de los reiterados lavados y precauciones para eliminar
las NPAus que no se encontraban dentro de las células, existe la posibilidad de
gue la determinacién del oro total también contemple nanoparticulas que se
encontraran interactuando con la membrana celular, pero no que se
encontraran especificamente dentro de ellas. Asimismo, es importante
considerar las posibles interacciones existentes entre las proteinas que se
encuentran en el medio de cultivo y las diferentes nanoparticulas que se
utilizaron, lo cual da origen a la denominada corona de proteinas. Dicho
fendbmeno puede gobernar el proceso de internalizacion celular favorecida por la
endocitosis mediada por receptores (79, 80). La obtencion de imagenes a
través de TEM de muestras de cultivo celular en presencia de estos

tratamientos, podria dar luces de lo que realmente ocurre.
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Conclusiones y Proyecciones

Mediante el trabajo experimental desarrollado durante esta tesis, se logro
obtener un sistema estable (tiempo 7 dias, pHs 3, 7y 9 y fuerza i6nica 150 nM
NaCl) y se pudo determinar que la proporcion 1 mg/200 pL es la adecuada
para la funcionalizacion con los polietilenglicoles empleados, que permitieron la
posterior incorporacién de las ciclodextrinas al sistema. Se determind la
importancia de la relacion entre los PEGs y como estos cambios en las
proporciones de ellos afectan de manera directa sobre la estabilidad de las
nanoparticulas. Los cambios fisicoquimicos en el sistema en las distintas etapas
de funcionalizacion dan cuenta del éxito en las metodologias utilizadas en la
multifuncionalizacion de las NPAu, lo cual fue observado a través de cambios
en el diametro hidrodindmico y potencial Zeta, espectroscopia UV-Visible,
microscopia electronica de transmisién, y en menor medida, a través de
espectroscopia de rayos X. Aunque no se pudo observar un aumento en la
permeabilidad del sistema al utilizar el ensayo in vitro PAMPA, ni tampoco una
mejora en la permeabilidad celular al incorporar CDs al sistema y exponerlo a
células durante 2.5 horas, la funcionalizacion de las nanoparticulas de oro no
produjo efectos sobre la viabilidad celular de las células SH-SY5Y (MTS y

liberacion de LDH).
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Son necesarios ensayos con mayores tiempos de exposicion a células para
lograr dar una respuesta a la hipdtesis propuesta en esta tesis. Evaluar la
permeabilidad celular a mayores tiempos o0 con células pertenecientes a la
barrera hematoenceféalica, podria dilucidar si efectivamente estos cambios en
las propiedades fisicoquimicas en el sistema, asi como la incorporacion de las
CDs, inciden en una mayor entrada de las NPAu-es a las células. Ademas, la
incorporacion de sondas fluorescentes en el sistema, asi como la obtencion de
imagenes a través de TEM, podrian otorgar mayor informacion respecto a la
entrada de estos sistemas a nivel celular. Por ultimo, es importante considerar
las posibles interacciones que tienen las nanoparticulas con el medio que las
rodea, especificamente con las proteinas del suero, las cuales a través de la
formacion de la corona de proteina gobiernan la interaccion y la entrada de
estos sistemas con la membrana celular, incidiendo directamente en los

resultados obtenidos.
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Material Suplementario

Tabla 1s. Valores de fluorescencia obtenidos para las concentraciones de CD-NH. estudiadas. Se
presenta el promedio (X), desviacion estandar (SD) v el coeficiente de variacion (%CV).

Conc Sens 100
UM X SD CV %
0.3 1271.33333| 61.3704598| 4.82725169
0.45 1813( 73.5391052| 4.05621099
0.6 2692| 171.350518| 6.36517526
1.2 3895.66667| 99.3243844| 2.54961199
2.25 6263.33333| 68.2373309| 1.08947309
3 8650.33333| 341.778193| 3.95104073
45 11691.3333 69.923768| 0.59808207
6 17939.3333( 391.681418| 2.18336663
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