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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las patologias
neurodegenerativas mas importantes y una de las formas mas comunes de
demencia. Esta enfermedad se caracteriza por presentar el proceso de agregacion
del péptido B amiloide (AB). En condiciones fisiolégicas, monémeros de AR se
encuentran en una forma soluble pero en condiciones patolégicas éste comienza a
agregar, produciendo diferentes especies intermediarias toxicas hasta generar las
denominadas fibras de AB y finalmente las placas seniles. De esta manera es que
el proceso de agregacion del péptido AB se ha convertido en un blanco para una
potencial terapia de la EA. Sin embargo, todas estas aproximaciones han fallado
ya sea porque el uso de farmacos no ha logrado alcanzar una concentracion
adecuada a nivel cerebral o porque no han logrado atravesar la barrera
hematoencefélica. Asimismo, muchos de los tratamientos probados se realizan en

etapas tardias de la enfermedad no lograndose buenos resultados.

Las Nanoparticulas de Oro (NPO) han sido utilizadas en diferentes
aplicaciones en biomedicina y se han propuesto su uso para tratar la EA mediante
la inhibicién de la agregacion de AB. Sin embargo, como la curvatura de las NPO
puede afectar el mecanismo de agregacion de AB aun se mantiene sin esclarecer.
En el presente trabajo, se caracterizaron dos diferentes formas de NPO: los
nanoprismas de oro (NPrO) con una forma plana, y las nanoesferas de oro (NeO)
con una forma curva, los cuales ademas fueron funcionalizadas con polietilenglicol
(PEG) para darles estabilidad en sistemas bioldgicos. A continuacion, se evaluo y

estudid el efecto de cada NPO sobre la formacién de fibras de AB42 in vitro
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mediante ensayos cinéticos monitoreados por una sonda fluorescente, la tioflavina
T. Estas cinéticas fueron analizadas mediante un ajuste global con diversos
modelos que describen el proceso de agregacion. Mientras los NPrO aceleraron el
proceso de agregacion sin modificar el mecanismo molecular de éste, las NeO
desaceleraron el proceso de agregacion y modificaron el mecanismo molecular
hacia uno de fragmentacion/nucleacion secundaria, con respecto al control que es
nucleacion secundaria multipasos. Ademas, mediante microscopia electronica se
determindé que la forma de las NPO modificé el largo de las fibras de Ap42
obtenidas, siendo éstas mas largas en presencia de los NPrO y mas cortas en
presencia de las NeO. Estos resultados fueron explicados gracias a una
interaccion diferencial del péptido AB42 con la superficie de cada una de las NPO,
determinado mediante espectroscopia Raman. Mientras la forma plana de los
NPrO expuso hacia el solvente aminoacidos hidrofébicos importantes para el
proceso de agregacion de AB42, la forma curva de las NeO los esconde
impidiendo su apropiada interaccion lo cual se traduce en una inhibicion del
proceso de agregacion. De esta forma, este estudio demuestra el rol clave que
posee la curvatura de las NPO y de su mecanismo molecular sobre el proceso de

agregacion del péptido AB42.
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Abstract

Alzheimer’s disease is one of the most important neurodegenerative iliness and the
most common kind of dementia. One of the hallmarks of this disease is the
aggregation process of amyloid-g peptide (AB). In physiological conditions, the AR
monomer is maintained in a soluble form but in pathological conditions it begins to
aggregate, producing different toxic intermediaries until generating the AR fibrils
and senile plaques. Thus, the AB aggregation process has become in a main
strategy to inhibit, but all these strategies have failed because they cannot either

reach an adequate concentration in the brain or cross the brain blood barrier.

Gold nanopatrticles (GNP) have been used for different applications in biomedicine
and proposed to treat Alzheimer’s disease (EA) through the inhibition of AB peptide
aggregation. However, how the GNP’s curvature affects the mechanism of AR
aggregation is not yet well understood. In this work, we characterized two different
GNP’s curvature, a flat gold nanoprisms (GNPr) and curved gold nanospheres
(GNS), and functionalized with poly ethilenglycol (PEG) to stabilized them. Then,
we evaluate and studied the effect of these GNP on in vitro AB42 fibril formation by
using ThT-based kinetic assay and global fitting analysis with several models of
aggregation. Whereas GNPr accelerated the aggregation process and maintained
the molecular mechanism of aggregation, GNS decelerated the aggregation
process and modify the molecular mechanism to fragmentation/secondary
nucleation regarding the control situation. By transmission electronic microscopy, it
was observed the GNP’s shape was found to modify length’s population of AB42
fibril: longer fibrils in presence of GNPr and shorter fibrils with GNS. These results
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were explained by a differential interaction between A peptide with each GNP’s
curvature observed by Raman spectroscopy. While the flat shape of GNPr
exposed hydrophobic amino acids of AB peptide that participate in accelerating the
aggregation process, the curved shape of GNS hided these amino acids and
hindered the proper interaction decelerating the fibrillation. Thus, this study
provides the role of the GNP’s curvature and their molecular mechanisms on the

AB aggregation process.
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Capitulo 1: Introduccion, Hipotesis y Objetivos
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1.1 La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa y
es la forma mas comun de demencia, la cual representa cerca del 50-60% de
todos los casos de demencia conocidos. Debido a esto, es que en la actualidad, la
EA es un gran desafio para la salud publica mundial, ademas de tener un alto
impacto en la economia. Se estima que en el afio 2010 los gastos asociados a
demencias a nivel mundial ascendieron a US$600 billones de délares®. Junto con
estos datos, estimaciones recientes indican que a nivel mundial, cerca de 24
millones de personas padecian de EA en el 2001, y que para el 2040, cerca de 81

millones de personas padeceran este tipo de enfermedad?.

La EA se presenta como un paulatino deterioro del sistema nervioso (Fig.
1.1), el cual se caracteriza por la pérdida de funciones cognitivas, tales como la
memoria y el aprendizaje, y por alteraciones conductuales asociadas a la
enfermedad, como trastornos en el lenguaje, cambios de humor, agresion,
confusion, irritabilidad, entre otros sintomas. Debido a este deterioro gradual es
que los pacientes con EA conforme avanzan en edad terminan sus dias postrados

requiriendo cuidados médicos y supervisiéon continua.
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Figura 1.1 Comparacién esquematica entre un cerebro sano (lado izquierdo) y un cerebro de un paciente con
Alzheimer (derecha).

1.2 Etiologia de la EA: la hipotesis amiloidogénica

La EA se caracteriza por la pérdida de sinapsis y neuronas en la corteza
cerebral y algunas regiones subcorticales. Esto conlleva a una gran atrofia de las
regiones afectadas, incluyendo reduccion en el I6bulo temporal y parietal, y parte
de la corteza frontal, entre otros*. Ademas, en cortes histopatolégicos realizados
en muestras postmortem de estas zonas se aprecian lesiones a nivel extracelular
denominadas placas seniles, y a nivel intracelular alteraciones denominadas
ovillos neurofibrilares®. Las placas seniles estan constituidas por agregados
proteicos insolubles del péptido B-amiloide (AB), los cuales se acumulan y agregan
afuera de las neuronas®. Por otro lado, los ovillos neurofibrilares estan compuestos
de fibras retorcidas insolubles de la proteina Tau hiperfosforilada la cual agrega, y
se postula que pierde su funcion de estabilizar los microtibulos, provocando un
deterioro de los axones neuronales y por consiguiente una pérdida progresiva de
la funcién neuronal’. Aun cuando este tipo de lesiones, placas y ovillos, son
comunes en cerebros de personas adultas mayores, aquellos que padecen

Alzheimer las presentan en mucha mayor cantidad y en distintas zonas del
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cerebro®. El diagndstico definitivo de la EA requiere de la visualizacién postmortem

de placas y ovillos en cortes histopatolégicos del cerebro.

La principal hipétesis actualmente aceptada, es que la produccion y
acumulacién del péptido AB desencadena el desarrollo de la EA, la cual se
denomina hipétesis de la cascada amiloide®. ElI péptido AB proviene del
procesamiento de la proteina precursora del amiloide (APP), la cual es una
proteina transmembrana que puede seguir dos rutas de procesamiento (Fig. 1.2).
La primera, denominada via no amiloidogénica, APP es procesada por la enzima
a-secretasa y luego proteolizada por la enzima y-secretasa generando un
fragmento denominado p3 del cual su funcion adn no esta del todo clara. En la
segunda via, denominada via amiloidogénica, APP es procesada por la enzima -
secretasa y luego por la enzima y-secretasa, dando origen al péptido AB40 o
AB4210 11 Mientras el péptido AR se encuentre como monémero es inocuo, pero
en condiciones patolégicas éste agrega generando oligbmeros o fibras
enriquecidas en estructura B-plegada y es altamente neurotéxico participando en
dafio neuronal> '3 (Fig. 1.2). Diversos estudios han mostrado que estos
agregados amiloides interactian tanto con neuronas como con células gliales
generando una activacion de las cascadas proinflamatorias, disfuncién
mitocondrial, incremento del estrés oxidativo, deterioro de vias de sefializacion
intracelular y de plasticidad sinaptica, incremento de la fosforilacion de tau,
desregulacion del metabolismo de calcio e inducciéon de apoptosis que conlleva
finalmente a la muerte neuronal en ensayos realizados tanto in vitro como in vivo!®

14 (Fig. 1.2).
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Figura 1.2 Procesamiento de la proteina precursora del amiloide (APP). En el lado izquierdo de la imagen se
observa el procesamiento por la via no amiloidogénica la cual genera el péptido p3. Mientras que en el lado
derecho de la imagen se observa el procesamiento por la via amiloidogénica la cual genera el péptido AR de
40 o 42 aminoacidos con el consecuente dafio que generan en los distintos niveles en el cerebro?®.
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1.3 Agregacion de proteinas y péptido AR

La agregacién de proteinas hacia la formacion de fibras amiloides se debe a
un incorrecto o mal plegamiento que conlleva a que las proteinas no funcionen
correctamente’®. De esta forma, el proceso de agregacion proteica es una
consecuencia de que la cadena polipeptidica no alcance su correcta estructura
tridimensional. El mal plegamiento de proteinas se ha asociado comiunmente con
diversas enfermedades, sobre todo del tipo neurodegenerativas como la EA,
Parkinson, Huntington y Prion entre otras, asi como también enfermedades
sistémicas como la diabetes tipo Il 0 agregados que se forman debido a la dilisis
crénica en algunos pacientes'’19, Sin embargo, el proceso de agregaciéon no sélo
puede generar diversas enfermedades, sino que también posee un significado
funcional. En microorganismos como es el caso de la Escherichia coli, se ha visto
que producen agregados amiloides como puntos de anclaje o ensamblaje para
otras proteinas®. Por otro lado, en células que componen los lentes oculares de
los mamiferos se ha determinado la presencia de estos agregados tipo amiloide
los cuales otorgan estabilidad estructural a largo plazo asi como transparencia a

estos lentes??.

Dentro de los agregados amiloides, podemos encontrar el péptido AB el
cual pasa por diferentes estados de agregacion antes de llegar a su estado final
estable como placas seniles??>. Como bien se mencioné anteriormente, el péptido
AB es producido desde la proteina APP a través de la via amiloidogénica. Bajo
condiciones patologicas, el proceso de agregacion comienza cuando los

monomeros del péptido AR cambian hacia una conformacion B plegada y se unen
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mediante contactos formando ndcleos de agregaciéon, tales como dimeros,
trimeros, oligdbmeros, y estos pequefios ndcleos a su vez seran utilizados como
superficies sobre las cuales se continuaran uniendo mas y mas monoémero hasta
generan una fibra amiloide (Fig. 1.3). De esta forma, las fibras que se forman en el
proceso de agregacion son altamente organizadas y se extienden con una
estructura de sabanas B orientadas perpendicularmente al eje de elongacion?3.
Estas fibras finalmente se depositan sobre el lecho neuronal junto a otro tipo de
proteinas que quedan atrapadas, las que se denominan placas seniles.
Antiguamente se creia que eran estas placas seniles las que generaban la EA,
pero hoy en dia se ha demostrado que son los oligdmeros de AB los cuales por
diversos mecanismos generan neurotoxicidad, tanto en experimentos in vitro como

in vivo24-25,

Diversas estrategias se han planteado para bloquear o desplazar el proceso
de agregacion, ya sea hacia la formacion de mondémeros o de placas seniles,
mostrando con éxito la disminucion de la toxicidad de AB in vitro. Sin embargo, in
vivo estas promisorias terapias no han logrado mostrar los mismos resultados
debido a la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE), la cual rodea al
sistema nervioso central y que impide lograr tener concentraciones terapéuticas

adecuadas y por ende una baja efectividad a nivel cerebral.

De esta forma, la basqueda y desarrollo de una estrategia terapéutica que
permita elevar la concentracion de farmacos a nivel cerebral, utilizando como
blanco terapéutico el proceso de agregaciéon del péptido AB, se mantiene en la

actualidad como una estrategia promisoria.
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Figura 1.3 Representacion esquematica del proceso de agregacion del péptido AB. Los monémeros en un
estado fisiologico poseen una estructura random coil. En condiciones patologicas cambian hacia una
estructura hoja B y comienzan a agregar entre ellos generando oligémeros, sobre los cuales se adicionan mas
monomeros generando protofibrillas y finalmente fibras amiloides?’.

1.4 Nanobiotecnologia

En la actualidad, los nanomateriales (NM) han adquirido relevancia en el
campo de la nanobiotecnologia y especificamente en el area de la
nanomedicina?®, donde los esfuerzos se han concentrado en la deteccion,
diagnostico y terapia de enfermedades?®. De hecho, los NM poseen ciertas
ventajas sobre otro tipo de terapias debido a que su escala nanométrica les
permite interaccionar con la mayoria de las estructuras y moléculas bioldgicas,
presentan una relativa baja toxicidad (depende del tipo de NM utilizado) y pueden

atravesar barreras biolégicas para alcanzar eficazmente sitios de interés°.
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1.4.1 Uso y aplicaciones de Nanoparticulas de Oro para interferir la
agregacion del péptido AB

Dentro de los NM utilizados en el campo de la nanomedicina, las
nanoparticulas de oro (NPO) han cobrado una vital relevancia gracias a diversas
caracteristicas que les confieren una gran versatilidad, tales como: su tamafio que
oscila entre los 10 a 150 nm, son muy estables, inertes, biocompatibles, faciles de
sintetizar y de ser visualizadas mediante microscopia electrénica3!. Ademas, estas
NPO poseen un gran area superficial que puede ser funcionalizada, es decir, se
pueden unir o adsorber diversos tipos de moléculas a la superficie de la NPO y
transformarlas en verdaderos transportadores o carriers de moléculas y dirigirlas
especificamente hacia un tejido u érgano dentro del organismo, e incluso
atravesando la barrera BHE32-34, Esta funcionalizacion es gracias a que el oro (Au)
puede reaccionar con grupos sulfhidrilos (SH) generdndose un enlace de tipo
covalente®. Debido a este enlace Au-tiol, las NPO han sido funcionalizadas con
diversos tipos de moléculas como farmacos, DNA/RNA, péptidos, anticuerpos,
polimeros, etc. Otra funcionalizacion que es de gran importancia y muy
cominmente utilizada es el polietilenglicol (PEG)%6, el cual permite aumentar la
estabilidad de las NPO tanto in vitro como in vivo y evitar su eliminacién por el
sistema endotelio reticular, aumentando considerablemente la vida media de las
NPO en sistemas biol6gicos®’. Ademas, las moléculas de PEG pueden poseer
grupos funcionales en el extremo libre mediante el cual también se pueden unir
una amplia gama de otras moléculas?®® 38, Dada esta gran versatilidad, la
funcionalizacion de la superficie de las NPO las ha convertido en una excelente
herramienta en diversas aplicaciones biomédicas como en diagnostico y deteccion
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de enfermedades, como agentes de contraste en imagenologia®?, biosensores* y

transporte de farmacos*3 (drug delivery).

El uso de NPO funcionalizadas posee ventajas Unicas por sobre la
administracion directa de un farmaco debido al incremento de la concentracion
local del farmaco funcionalizado, reduccion de efectos secundarios en tejidos
sanos, mejora la solubilidad y el perfil farmacocinético y farmacodinamico del
farmaco. Aumenta su estabilidad debido a la disminucién de la degradacién en el
torrente sanguineo y puede generar una liberacion controlada del farmaco en

cuestion33,

Ademas, estas NPO poseen una propiedad optica en la cual los electrones
que estdn en la superficie de la NP pueden interaccionar con un campo
electromagnético, fenbmeno conocido como resonancia del plasmon superficial
(RPS)# 45 el cual corresponde a una oscilacién colectiva de los electrones en la
superficie de la NPO cuando una longitud de onda mayor al tamafio de la NPO
incide sobre ella. La longitud de onda necesaria para generar RPS depende del
tamafo y de la forma de la NPO, siendo para nanoesferas de oro (NeO) cercano a
los 520 nm mientras que para NPO anisotropicas como nanovarillas de oro (NvO)
o nanoprismas de oro (NPrO) cercana a los 800 nm o mayores?*. Esto implica que
las NeO absorben en el rango visible del espectro electromagnético® mientras que
para el caso de las NPO anisotrépicas corresponde al espectro infrarrojo cercano
de radiacion. Esta interaccion con las ondas electromagnéticas infrarrojas le
confiere la capacidad a la NPO de absorber grandes cantidades de energia de

forma local y disiparla en forma de calor*® 47, proceso denominado fototermia y el
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que ha sido utilizado para destruir tanto células tumorales*® como agregados
proteicos. Este ultimo fue desarrollado en nuestro laboratorio donde mediante el
uso de la fototermia se logré desagregar agregados del péptido AR e impedir su
reagregacion, reduciendo también la toxicidad de dichos agregados*® °. El hecho
de que estas NPO absorban en el infrarrojo permite trabajar en la denominada
ventana biolégica que esta entre los 700 y 900 nm de longitud de onda®!, donde
las moléculas biol6gicas (como hemoglobina o el agua) absorben minimamente.
Es asi, como las NPO anisotrépicas se han abierto camino en el ambito de la
nanomedicina y en particular los NPrO, los cuales se caracterizan por poseer un
plasmoén facilmente modificable (entre 800 a 1000 nm), son de facil sintesis, con
una sintesis limpia y sin uso de agentes contaminantes y por lo cual ya se han
utilizado como potencial terapia contra el cancer mediante fototermia, ademés de
Su uso para la entrega de farmacos o drug delivery e imagenologia hacia tejidos

tumorales en modelos murinos®2.
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Figura 1.4 (A) Esquema de absorcion en la ventana biolégica en donde moléculas como agua o hemoglobina
absorben minimamente®!. (B) Espectros de absorcion de diferentes NPO dependiente de la forma de la
NPO*.
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1.4.2 Efecto de Nanoparticulas sobre el proceso de agregacion de A3

Una de las formas de impedir el efecto patologico del péptido AR es
bloquear su agregacion mediante el uso de diversos tipos de nanomateriales,
entre los que destacan las nanoparticulas. Sin embargo, los resultados que se han
descrito en la literatura suelen ser contradictorios ya que no se ha logrado obtener
una correlacion entre la nanoparticula utilizada y el efecto esperado sobre el
proceso de agregacién. En este sentido, por ejemplo, se ha observado que
nanoparticulas de poliestireno pueden presentar un rol dual sobre la agregacion
del péptido AB, es decir, a una baja concentracion de esta nanoparticula se
promueve la agregacion del péptido AB mientras que a altas concentraciones de la
misma nanoparticula el efecto es inhibitorio sobre el proceso de agregacién®3. Por
otro lado, nanoparticulas copoliméricas han mostrado que inhiben la agregacion
del péptido AB®*, pero a concentraciones similares poseen la capacidad de
acelerar el proceso de agregacion de otro tipo de proteinas amiloides, como es el
caso de B2 microglobulina®. Para el caso de las NPO se ha reportado en literatura
que inhiben el proceso de agregacion de AR 57, sin embargo, al analizar el efecto
sobre otro tipo de proteinas amiloides, como es el caso de IAPP, aceleran el

proceso de agregacion®8,

Estos estudios se han enfocado en evaluar la presencia de una
determinada nanoparticula y su efecto modificando diversas variables como: la
concentracion, el tamafio o la composicion de las nanoparticulas y observar si
modifican o no el proceso de agregacion de AB y otras proteinas amiloides. No

obstante, no se ha indagado en un posible mecanismo molecular que explique el
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efecto de una nanoparticula en particular y cual o cuales serian las etapas del
proceso de agregacion que estarian siendo alteradas por la presencia de esa

nanoparticula.

A escala nano, una de las principales caracteristicas que se ha establecido
para explicar este efecto diferencial en las nanoparticulas es la geometria
presente en la interfase bio-nano, es decir, la curvatura presente en la superficie
de una nanoparticula®-%>, Esta curvatura, también denominado efecto de curvatura
a escala nano, gobierna las propiedades fisicoquimicas que presenta una
nanoparticula como son el tamafio, la forma, la funcionalizacion con diversos
ligandos, la porosidad, interacciones con células, adsorcidon de proteinas, e
interacciones con proteinas (Fig. 1.5)%%8, En particular, la curvatura de una
nanoparticula genera un alto impacto mediante el tamafio y la forma de las
nanoparticulas modulando las fuerzas e interacciones moleculares. De esta forma,
modificando la curvatura de una superficie, por ejemplo haciéndola mas plana o
curva, se pueden incrementar o disminuir la superficie local de contacto y por ende
las interacciones generadas en la interfase bio-nano. Esto es debido a que al
interactuar una molécula con la superficie de una nanoparticula se reduce su
entropia conformacional y traslacional con respecto a la molécula libre en solucién,
y esta restriccion sera resultado de la forma geométrica que imponga la superficie
de la nanoparticula. Es asi como modificando la forma de una nanoparticula en
cuestién se puede promover o disminuir las interacciones intermoleculares entre

proteinas amiloides, por ejemplo, con la superficie de NPO lo cual se traduciria en
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una alteracién del plegamiento de éstas que puede modificar el proceso de

agregacion ya sea incrementando o disminuyendo la tasa de agregacion proteica.
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Figura 1.5 Parametros utilizados en el disefio racional de nanomateriales para aplicaciones biomédicas. El
grado de curvatura utilizado puede modificar o alterar parametros o propiedades determinantes para cada
nanoparticula como la cantidad de moléculas que se pueden funcionalizar sobre la superficie de una
nanoparticula en cuestion, aumentar la superficie de interaccién con moléculas de interés, la forma y el
tamafio de la nanoparticula, etc.

Actualmente, el entendimiento de cudl es el rol de la curvatura de las
nanoparticulas se ha convertido en objeto de estudio para entender el tipo de
interacciones moleculares que se generan en la interfase nanoparticula-proteina®-

1y asi poder realizar un disefio racional de qué tipo de nanoparticula sera
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utilizada en un estudio en particular. Por ejemplo, en estudios in silico mediante
dinamica molecular, se ha propuesto que la curvatura de NPO puede alterar el
proceso de agregacion del péptido AB®. En este estudio se compardé una NPO
esférica (alto grado de curvatura) con una varilla (bajo grado de curvatura) donde
se determiné que al disminuir la curvatura de una NPO se promueven los
procesos de fibrilacion del péptido AB. Este tipo de resultados también fueron
observados experimentalmente con otro tipo de proteinas y comparando su grado
de oligomerizacion sobre superficies planas con curvas. Este estudio determiné
que la superficie plana aumenta el grado de oligomerizacién, como una medida de
agregacion proteica, mientras que en la superficie curva se encontraron
adsorbidos mas proteinas en su forma monomérica’?. Otro estudio interesante fue
el realizado por Kim y cols, en el cual se demostré que distintas formas de NPO
inducen un cambio diferencial en la morfologia final de los agregados de AB. En
este sentido se observaron fibras mas largas en presencia de nanoestructuras

planas, lo cual fue determinado mediante microscopia electrénica de transmision’s.

Aun cuando existen diversos estudios que evaltan el efecto de la presencia
de nanoparticulas sobre el proceso de agregacion de AR, estos estudios no han
indagado en cémo la curvatura de las NPO altera la interaccion con el péptido AR
y como esta interaccion modifica etapas moleculares claves en el mecanismo de
agregacion de AB. Actualmente, los estudios en este ambito se han limitado al
seguimiento de la aparicion de estructura secundaria del proceso de agregacion
del péptido AB mediante ensayos cinéticos o de time course, o al aumento o

disminucién de la intensidad de fluorescencia a tiempo final, mediante el uso de
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sondas fluorescentes que reconocen agregados proteicos, como es la Tioflavina
T°357, Sin embargo, este tipo de estudios no dan cuenta ni describen que estaria
ocurriendo a nivel molecular ni cuales etapas del proceso de agregacion estarian
siendo afectados por la presencia de la NPO (Fig. 1.3). Determinar esta
informacion es clave ya que al alterar el proceso de agregacion se puede estar
promoviendo la presencia de especies intermediarias oligomeéricas, las cuales

como se menciond anteriormente, estan asociadas a un mayor dafio neuronal.

1.5 Estudios cinéticos del proceso de agregacion de beta amiloide

Una caracteristica comun de los diversos agregados amiloides es que
poseen cinéticas de agregacion que presentan una forma sigmoidal’* donde se
distinguen tres etapas: la fase lag o de nucleacion, la fase de elongacién o de
crecimiento de fibras, y finalmente una fase plateau o meseta en la cual el sistema
fibras-monomeros ha alcanzado su equilibrio (Fig. 1.6). Sin embargo, esta es una
descripcion que no permite evaluar las etapas de agregacion que hay detras de la
formacion de agregados. Por esta razon, se ha propuesto que las cinéticas de
agregacion sean ajustadas mediante modelos cinéticos que permiten obtener
constantes cinéticas y relacionar éstas a etapas 0 procesos microscopicos

especificos del proceso de agregacion.
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Figura 1.6 Curva sigmoidal caracteristica de agregacion de proteinas amiloides. Presenta tres etapas: la fase
lag con la presencia de mondémeros y formacion de pequefios oligdmeros, la fase de crecimiento donde se
adicionan mas mondmeros sobre los ndcleos de agregacion generando oligdbmeros y pequefias fibras, y la
fase plateau o meseta donde el sistema mondmero/fibra ha alcanzado su equilibrio?’.

Un ejemplo muy simple corresponde a la agregacion de proteinas como la
actina y tubulina’. En este caso, los contactos que se generan entre monémeros
permiten la formacion de nucleos sobre los cuales se adicionaran mas monoémeros
gue conllevan a la elongacion de la fibra. Sin embargo, este mecanismo de
nucleacion, denominado nucleacion primaria o kn, no da cuenta de todos los
procesos moleculares involucrados en el proceso de agregacion de ApR42. Es asi
como se han propuesto modelos cinéticos mas complejos que incluyan otros
procesos microscopicos como se observa en la figura 1.7: elongaciéon (k+), que
permite el alargamiento de la fibra; nucleacion secundaria (kz), donde la superficie
de las fibras ya formadas cataliza la formaciébn de nuevos agregados; o
fragmentacién (k-), que describe la ruptura de fibras preformadas generando
nuevos extremos donde nuclear. De esta forma, la contribucion diferencial de
estos eventos al proceso de agregacion permite proponer diferentes mecanismos

moleculares que explicarian la formacion de fibras amiloides.
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Figura 1.7 Procesos microscopicos que dirigen la formacién de amiloides donde cada proceso depende de
distintas constantes de velocidad: A, la nucleacion primaria (kn) que corresponde a la formacion de nicleos de
agregacion (nc). B, la elongacion (k+) que permite la elongacion de la fibra. C, la nucleacion secundaria (kz2)
donde la superficie de las fibras ya formadas cataliza la formacién de nuevos nucleos de agregacion (n2). D, la
fragmentacion (k-) que corresponde a la ruptura de fibras ya formadas aumentando tanto el nimero de fibras
como de sitios disponibles para que se alarguen estas fibras™.

El grupo de Knowles y cols.”®, analiz6 las cinéticas de agregacion del
péptido AP42 bajo diversos modelos cinéticos de formacion de fibras que
consideran los eventos microscopicos descritos en la figura 1.7. Segun estos
estudios, el modelo que mejor se ajusta a la forma que presentan las curvas de las
cinéticas de agregacion de AB42 es el modelo de nucleacidén secundaria multi
pasos. Como se observa en la figura 1.8, ademas de los procesos de nucleacién
primaria y elongacion, la velocidad de formacion de fibras esta influenciada
principalmente por el proceso de nucleacion secundaria (k2) donde la superficie de
las fibras ya formadas actla como un punto de anclaje para los monémeros lo cual
promueve y cataliza la formacién de nuevos agregados o ndcleos de agregacion.
Adicionalmente, existe otro evento que participa en el proceso de agregacion de
AB42 que es la fragmentacion de las fibras ya formadas, lo cual implica un

aumento en el numero de fibras presentes pero ademas un aumento del nimero
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de extremos disponibles sobre los cuales se puedan adicionar mas monémeros
permitiendo el alargamiento de las fibras. Sin embargo, su contribucion a
aumentar el nimero de fibras es menor comparado con la nucleacién secundaria.
De esta forma, gracias a la prediccion que realiza este modelo, es que se ha
podido reproducir las cinéticas de agregacion del péptido AB42 y dilucidar que el
mecanismo de nucleacién secundaria contribuye principalmente en el proceso de

formacion de fibras de AB4277-7°,
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Figura 1.8 Mecanismo molecular del proceso de agregacion de AB42. Los nuevos agregados son producidos
por las etapas de nucleacion primaria (kn) y nucleacion secundaria (kz2), en la cual la superficie de la fibra
cataliza la formacion de nuevos agregados, mientras que la etapa de elongacion (k+) permite el alargamiento
de estos agregados (linea continua). Adicionalmente, en algunas situaciones se puede generar una mayor
contribuciéon a la formacion de agregados mediante la fragmentacion (k-) de las fibras ya formadas (linea
segmentada)’’-7°.

Actualmente, estos modelos matematicos estan disponibles en la pagina
AmyloFit”® y han sido utilizados con éxito para analizar, determinar y entender el
efecto que poseen diversas moléculas sobre las cinéticas del proceso de
agregacion de ApR4280-83, Sin embargo, en literatura no se cuenta con estudios de

este tipo sobre NPO ni menos como la forma de las NPO podria estar alterando el
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proceso de agregacion de AB42. De esta manera, se genera una interesante
posibilidad de estudio de evaluar el efecto que tiene la forma de las NPO sobre el
proceso de agregacion de AB42 mediante analisis cinéticos y, por lo tanto, poder
determinar cuéles serian los eventos moleculares involucrados. Obtener y
determinar el mecanismo molecular que subyace el efecto de la forma de una
NPO sobre el proceso de agregacion del péptido AB42 permitiria no tan sélo
comprender cual es la etapa que la NPO esté alterando sino también utilizar esta

informacion para mejorar el disefio de futuras terapias contra la EA.

En la presente tesis, se estudiaron dos NPO con diferentes curvaturas,
NPrO que son planos y NeO que son curvas, los cuales fueron funcionalizados
con PEG y evaluados sobre las cinéticas de agregacion del péptido AB42
mediante el uso de la sonda fluorescente ThT>3’. Estas cinéticas se ajustaron
mediante el uso de modelos matematicos que describen la formacion de fibras
gracias al software AmyloFit®%>. En ausencia de NPO el mecanismo de agregacion
de ApB42 fue el mismo que el descrito en literatura: nucleacion secundaria
multipasos. En presencia de NPrO se observé que el proceso de agregacion fue
acelerado incrementando las constantes asociadas a las etapas de nucleacion
secundaria y elongacion en dos 6rdenes de magnitud sin modificar el mecanismo
molecular que subyace el proceso de agregacion. Por otro lado, en presencia de
las NeO, el mecanismo de agregacion de ABR42 fue modificado hacia el modelo de
nucleacion secundaria/fragmentacion, donde tanto la nucleacion secundaria como
la fragmentacion presentan una contribucion a la formacion de nuevos agregados.

Ademas, las NeO desaceleraron el proceso de agregacion en las mismas
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constantes que los NPrO en un orden de magnitud. Estos cambios en las cinéticas
de agregaciéon fueron acompafados por modificaciones en los histogramas de
largo de las fibras de AB42 para ambas NPO observadas por TEM®’ 8. 87 Todos
estos resultados fueron explicados por una interaccion diferencial entra cada NPO
con el péptido AB42 determinado mediante espectroscopia Raman?® 8% en el cual
los NPrO expusieron hacia el solvente aminoacidos hidrofébicos de AB42 que
participan en el proceso de agregacion, mientras que las NeO escondieron estos
mismos aminoacidos lo que conlleva a una interrupcion en el correcto proceso de
agregacion. De esta forma, se demostré como la curvatura de las NPO modifica el
mecanismo molecular del proceso de agregacion de AB42. Es asi, como la
informacion obtenida en la presente tesis se convierte de gran relevancia no tan
solo por su potencial uso en futuras aplicaciones biomédicas y de disefio racional
de nanomateriales, sino también en la comprensién de las implicancias de la
presencia de NPO en procesos biolégicos como es la agregacion de péptidos

amiloides.
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HIPOTESIS

La curvatura de nanoparticulas de oro modifica la exposicion de residuos
hidrofébicos del péptido AB alterando el mecanismo molecular del proceso de

agregacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo mediante el cual diferentes nanoestructuras de oro con
distinta curvatura y funcionalizadas con polietilenglicol modifican el proceso de

agregacion del péptido AB.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar y obtener nanoparticulas de oro funcionalizadas con polietilenglicol que
posean una distinta curvatura y propiedades fisicoquimicas comparables tales

como potencial zeta y area superficial.

2. Determinar el efecto de nanoparticulas de oro esféricas y planas sobre el

mecanismo de formacion fibras del péptido Ap.

3. Determinar el modo de interaccion del péptido AR sobre la superficie de

nanoparticulas de oro esféricas y planas.
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Capitulo 2: Materiales y Métodos
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2.1 Nanoprismas de Oro (NPrO)

2.1.1 Sintesis de Nanoprismas de Oro

La sintesis de NPrO fue realizada mediante una modificacion del protocolo
de Pelaz y cols®. A una soluciébn 2mM de HAuUCIls se le adicioné una solucién
0.625 mM de Na2S20s3. Se dejo reaccionar esta mezcla durante 9 minutos y
finalmente se adicioné un nuevo volumen de Na2S20s. La solucion resultante se

dej6 reposar al menos durante 30 minutos antes de su caracterizacion.

2.1.2 Evaluacién de lainfluencia de la temperatura en la sintesis de NPrO

El protocolo consté en que a una solucion de oro 2 mM se le adicioné una
solucién 0.625 mM Naz2S203 y se dejo reaccionando durante nueve minutos. Una
vez cumplido este tiempo se adiciondé nuevamente un volumen de tiosulfato de
sodio 0.625 mM y la mezcla se dejé reposar hasta completar 120 minutos antes de
caracterizar la solucién mediante Microscopia Electrénica de Transmision (por sus
siglas en inglés TEM). La reaccibn se monitore6 mediante espectrofotometria
visible-IR midiendo cada 15 segundos durante toda la sintesis (120 minutos).

Estos ensayos se realizaron a diferentes temperaturas: 15°, 20°, 27° y 50°C.

2.1.3 Funcionalizacion de NPrO con HS-PEG-COOH

Se procedié a funcionalizar los NPrO con polietilenglicol-COOH (HS-PEG-

COOH) debido a que los NPrO son inestables y agregan cuando se les cambia de
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soluciéon o cuando son centrifugados. De esta forma, a 5 mL de NPrO con una
unidad de absorbancia se les ajusté el pH a 12. Luego, se masaron 0.2 mg de
PEG-COOH el cual se resuspendié en 15 puL de agua a pH 10. Esta solucion de
PEG se adicioné a los 5 mL de NPrO y se dej6 agitando durante 3 horas a

temperatura ambiente.

2.1.4 Purificacion de NPrO-PEG COOH mediante centrifugacion diferencial

Una vez obtenidos los NPrO funcionalizados con PEG, el volumen total de
muestra se alicuoté en 5 tubos de microcentrifuga con 1 mL de solucién cada uno.
Los 5 tubos con 1 mL con solucion fueron centrifugados durante 20 minutos a
5900 g a temperatura ambiente. La pella formada se resuspendié en un 1 mL de
agua a pH 7, se sonicO durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se
procedié a centrifugar la muestra resuspendida de NPrO a 3300 g por 20 minutos
a temperatura ambiente y una vez terminada esta etapa se sonicd durante 5
minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de agua a pH 7 la
pella. A continuacién, esta muestra de NPrO se centrifugd a 1500 g durante 20
minutos a temperatura ambiente. Se retir0 el sobrenadante y la pella se
resuspendio en 1 mL de agua a pH 7 y se sonicé durante 5 minutos. Finalmente,
los NPrO se centrifugaron a 400 g por 20 minutos a temperatura ambiente. Luego
se sonic6 durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se resuspendioé la pella en
1 mL de agua a pH 7°L. Finalmente, la muestra fue centrifugada dos veces mas a

3300 g, completando asi seis etapas de centrifugacion.
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2.1.5 Segunda funcionalizacién de NPrO con HS-PEG-COOH (NprO-PEGx2)

A 5 mL de una solucion de NPrO-PEG COOH con una absorbancia de valor
1 se es ajusto el pH a 10 y se le adicion6 0.2 mg de HS-PEG-COOH. Esta
solucion se agitdé suavemente durante 17 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, la solucién fue centrifugada a 3300 g por 20 min a temperatura
ambiente. Las pellas se juntaron y se llevaron a un volumen final de 500 pL con

agua Milli-Q.

2.1.6 Cuantificacion de NPrO mediante NanoSight

Con el fin de determinar el nimero de nanoparticulas por mililitro, se realizé
un analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) con el equipo NanoSight
NS3000 (Malver Instruments, UK), y la acumulacion de datos y posterior analisis
fue hecho con el software NanoSight, version NTA 3.2. El NTA es una
aproximacion rapida que puede ser usada para mediciones cuantitativas. Se
establecié una relacion lineal entre la concentracién de las nanoparticulas y el
valor de absorbancia de la banda plasmonica. Cinco muestras de NPrO-PEG o
NEO-PEG con diferentes valores de absorbancia, entre 0.1 y 1, fueron diluidas y
medidas. Los datos fueron obtenidos usando un nivel de camara de 15, videoclips
de 50 segundos, y un limite de deteccién de 3. En el caso de los NPrO-PEG, las
mediciones fueron realizadas con 3 laseres de distinta longitud de onda (405, 488,
y 642 nm) para corroborar de que no existiera influencia del tipo de laser usado y

el resultado obtenido. El laser de 642 nm, fue usado para las mediciones de NEO-
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PEG. Todas las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura de 25°C y con

agua Milli-Q como solvente.

2.2. Nanoesferas de oro (NeO)

2.2.1 Sintesis de nanoesferas de oro de 40nm

A 50 mL de agua milli Q se le adicionaron 500 pL de una solucién 29.4 mM
HAuUCls y se llevd a reflujo a 194°C durante 10 min. Luego se adiciono 500 pL 1%
P/V de citrato de sodio y se mantuvo durante 20 minutos reaccionando esta
solucion a reflujo (bafio externo 194°C). Luego se dejo enfriar y se ajustod el pH a

8, se filtrd y se caracterizo.

2.2.2 Funcionalizaciéon de NeO con HS-PEG-COOH

A 50 mL de solucién de NeO se adicionaron 7.5 mg de HS-PEG-COOH y se
dejaron con agitacion suave durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, se centrifugaron a 3300 g por 20 minutos y este paso se repitié 3 veces

para eliminar el exceso de PEG. Finalmente, la pella se resuspendié en 500 pL.

2.3 Espectrofotometria de Absorcién Molecular (visible-NIR)

Los NPrO fueron caracterizados mediante espectrofotometria de absorcion

molecular a temperatura ambiente utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer
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Lambda 25 para realizar un espectro, con la finalidad de observar las dos bandas
de absorcion de los plasmones caracteristicos de las NvO, el transversal

aproximadamente en 520 nm y el longitudinal centrado en los 800 nm.

2.4 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS)

Los NPrO también fueron caracterizados mediante dispersion dinamica de
la luz (DLS) con el objetivo de determinar sus didmetros hidrodinamicos y su
estabilidad coloidal. Estas mediciones fueron realizadas por triplicado en un
equipo Zetasizer 3000 de Malvern Instruments y se utilizO una celda capilar
plegada desechable (DTS1070), dispersante agua a 25°C y el indice de refraccion

usado fue 1,332.

2.5 Potencial ¢

La medicién del potencial ¢ (Zeta sizer 3000, Malvern Instruments, UK) de
NP consiste en 5 repeticiones de cada solucion de NPrO. Dado que las
mediciones del potencial zeta es realizada en agua, la aproximacién de
Smolochowski (Doane, Chuang et al. 2012) ha sido usada para calcular el
potencial zeta a partir de la movilidad electroforética de la NP en solucion. Las
determinaciones electroforéticas de potencial zeta fueron cominmente realizadas
en medio acuoso y a 25°C y se usa un indice de refraccion de 1,332. Se empleo

una celda capilar plegada desechable (DTS1070).
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2.6 Microscopia electronica de transmision de barrido (STEM)

Los NPrO fueron observados por microscopia electrénica usando un
microscopio electrénico de barrido con modulo de transmision electronica (STEM)
FEI Inspect F50. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de una
suspension de NPrO sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbdén y

dejandose secar al aire.

2.7 Microscopia electronica de Transmision (TEM)

Tanto NPrO o NeO fueron observados por microscopia electronica usando
un microscopio electronico de transmisiéon Philips CM120 con un voltaje de
aceleracion de 120 kV. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de
una suspension de la muestra sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbon
y dejandose secar al aire durante toda una noche. Las muestras de Ap42
coincubadas con las NPO fueron registradas a tiempo final de las cinéticas de
reaccion. Para esto, 20 uL de cada muestra se colocaron en una grilla 300 mesh
Formvar/Carbon-Coated Copper durante 2 minutos. Luego la grilla fue lavada con
agua Milli-Q por un minuto, secada con papel absorbente Whatman y tefiida con
1% de acido fosfotungstico durante dos minutos. Las grillas fueron visualizadas en

un equipo TEM Hitachi HT7700 con un voltaje de aceleracion de 120 kV.
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2.8 Preparacion de las muestras de AB42 para los estudios de agregacién

Para llevar a cabo este objetivo se procedié a utilizar el péptido Ap42
humano (rPeptide, Bogart, GA, USA). 1 mg de este péptido se disolvido en 200 pL
de HFIP (Hexafluoroisopropanol) agregandole posteriormente 800 pL de agua.
Esta solucién se dividi6 en 20 alicuotas que contenian 0.05 pg por tubo de
microcentrifuga de 0,6 mL. Luego se liofilizaron durante toda la noche. Al dia
siguiente, se procedié a resuspender un tubo con AB42 en 300 uL de HFIP y se
liofilizd durante toda la noche. Para obtener el péptido en su estado monomeérico, y
al otro dia, el liofilizado se procedié a resuspender en 550 pL de cloruro de
guanidinio y se inyect6 la muestra en un sistema HPLC acoplado a una columna
de exclusion molecular sephadex 75. La muestra se traté en una fase mévil de
solucién 20mM de fosfato (pH 7.8) y 5mM EDTA a una velocidad de 0.8 mL/min.
Los cromatogramas se realizaron siguiendo las sefiales tanto a 210 nm como 280

nm.

2.9 Ensayo de cinética de agregacion péptido AB42

El péptido se recolecté en frio en un tubo Eppendorf (Eppendorf® LoBind
microcentrifuge tubes, Sigma) y se procedié a diluirlo para lograr tener las
diferentes concentraciones a analizar en tubos Eppendorf low binding. Toda la
manipulacion del péptido se realizo en frio, ya que se trata de un péptido de muy
facil agregacion. Por lo cual tanto los tubos, soluciones y la placa de 96 pocillos se

mantuvieron por al menos 1 hora a 4°C antes de empezar a trabajar. Las
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diferentes concentraciones de péptido AB42 se diluyeron en la solucion de corrida
del HPLC y se suplement6 cada concentracion de péptido con Tioflavina T (ThT)
20 uM. A continuacion, se procedio a agregar 100 pL de la mezcla a cada pocillo
en una placa de 96 pocillos que posee baja adherencia por proteinas (Corning 96
Well Half Area Black with Clear Flat Bottom Polystyrene NBS). Las placas fueron
selladas mediante una lamina transparente (Axygen Microplate Sealing Film,
UC500). El ensayo de agregacion del péptido AB42 se realizd mediante la
medicion de la fluorescencia emitida por la ThT cuando se une a estructuras con
una conformacion beta. La medicion de la fluorescencia se realizé en un lector de
placas Synergy MX Biotek con una excitacion a 440 nm y una emision a 480 nm
(ambos monocromadores se usaron con un ancho de banda de 9 nm). Las
mediciones se realizaron cada 6 minutos a 37°C sin agitar durante diversos

tiempos (entre 15 a 72 hrs).

2.10 Ajustes globales de las cinéticas de agregacion del péptido AB42

Una vez obtenidas estas curvas, se realizd un ajuste matematico global
mediante el programa AmyloFit (G Meisl, J Kirkegaard and T Knowles) el cual es

de acceso gratuito (https://www.amylofit.ch.cam.ac.uk/fit).

2.11 Ensayo de cinética de agregacién péptido AB42 en presencia de NPO

A continuacioén, se analizd el efecto de diversas formas de NPO, NPrO o
NeO, sobre la cinética de agregacion del péptido AB42. La concentracion de
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muestra de NPrO-PEG-D1 analizada fue de 0,2 nM por pocillo, la cual se incub6
desde un inicio con el péptido AR42 para observar el posible efecto inhibitorio de la
agregacion. Las concentraciones de péptido AB42 sintético analizadas con ambas
NPO fueron de 2; 2,5; 3; 4; 6,5y 8 uM. El ensayo se realiz6 de forma idéntica a lo

descrito en el ensayo de cinética de agregacion del péptido AB42 sin NPO.

2.12 Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

El contenido de estructura secundaria de tanto el péptido AB42 monomérico
y las fibras de AB42 en ausencia o presencia de NPO fue determinado mediante
espectroscopia DC. 1mL de cada muestra obtenida al final de los ensayos de
agregacion fue colocado en una cubeta de cuarzo con un paso Optico de 5 mm.
Los espectros fueron registrados desde 190 a 250 nm usando el equipo modelo
No. J-1500 instrument (JASCO corporation Japan). Ademas, el porcentaje de
estructura secundaria de cada una de las muestras fue determinado por la

deconvolucién de los espectros mediante el software libre BeStSel.

2.13 Espectroscopia Raman

Todas las mediciones Raman fueron realizadas usando el espectrometro
Renishaw micro-Raman RM 1000 acoplado a un microscopio Leica DMLM vy
equipado con un laser de 785 nm y una camara CCD enfriada eléctricamente. El
equipo fue automaticamente calibrado siguiendo la linea a 520 nm de silicona del
espectro Raman. Las muestras fueron depositadas sobre una delgada lamina de
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oro para disminuir la fluorescencia intrinseca de la muestra. La intensidad del laser
sobre la muestra fue cuidadosamente considerada (0,2 mW) lo cual es menos del
1% del poder total del laser. La adquisicion de los datos se realiz6 cada 10
segundos para cada espectro con una resoluciéon de 4 cm. Los espectros fueron
registrados entre 100 y 1800 cm! después de evaporar el solvente sin exposicion

a la luz.
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Capitulo 3: Sintesis, funcionalizacién y caracterizaciéon de NPO
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3.1 Determinacién y caracterizacion de los parametros relevantes para la
sintesis de Nanoprismas de Oro (NPrO)

La sintesis de NPrO se realiz6 mediante el protocolo descrito por Pelaz y
cols®, en el cual una solucién acuosa de HAuUCIls4 se mezcla con el agente reductor
tiosulfato de sodio (Na:2S203), bajo agitacion suave durante 9 minutos, y a
continuacion se agrega un nuevamente Na2S20s. La primera adicion de Na2S203
permite la formacion de “semillas” sobre las cuales se bloquearan las caras (1,1,1)
y permitird la generacion de la forma de prisma en la nanoparticula®?. Debido a
que la sintesis de nanoparticulas anisotropicas exhibe diversas variables que
afectan el producto final y a que en la presente tesis se necesitan NPrO de un
tamafio determinado, es que se procedidé en primera instancia a la caracterizacion
de la sintesis para determinar los parametros mas adecuados de esta:
concentracion de oro, concentracién de primer volumen de tiosulfato, tiempo de
reaccion, volumen segunda adicion de tiosulfato y temperatura de reaccién. De
esta forma, el determinar estos parametros permite tener las condiciones éptimas

de reaccién de formacion de prismas para aumentar el rendimiento de la reaccién.

3.1.1 Concentracion de solucién aurica

El primer pardmetro analizado fue la concentracion inicial de la solucion de
oro manteniendo constante la concentracion de 0.5 mM Na2S:20s. Para llevar a
cabo este objetivo, se evaluaron dos concentraciones de oro, 2 y 2,5 mM,
mediante el seguimiento de la aparicion y desplazamiento del plasmén en el
tiempo. Cabe destacar, que los NPrO exhiben dos plasmones: el primero a 530
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nm el cual corresponde a la banda transversal del prisma y a contaminacion por la
presencia de esferas que es un producto secundario de la sintesis, y a un segundo
plasmoén en el infrarrojo cercano (NIR) cuya longitud de onda es directamente
proporcional al tamafio del prisma y que por lo tanto es sensible a las variaciones
en la sintesis. El seguimiento de ambas muestras se realizO mediante
espectrofotometria Vis-NIR y la aparicion del plasmon en el NIR da cuenta de la
presencia de semillas que daran origen posterior a la forma del prisma. De esta
manera, mientras mas alejado en el NIR se encuentre este plasmén méas grandes
son las semillas. Como se observa en la figura 3.1, ambas muestras exhiben un
patron bastante similar en la aparicion de ambos plasmones. Sin embargo, la
intensidad del plasmén en el infrarrojo para la muestra a 2mM HAuCls es
levemente mayor y presenta un desplazamiento hacia el azul (Fig. 3.1a) al mismo
tiempo comparado a 2,5 mM HAuCls (Fig. 3.1b), lo cual se correlaciona con la

presencia de semillas de menor tamario.
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Figura 3.1 Espectro de absorbancia Vis-NIR utilizando A) 2, y B) 2,5 mM de HAuCl4 reducido con 0,5 mM de
tiosulfato. El crecimiento de las semillas fue evaluado en el tiempo (0-90 min) a 20°C. Las flechas en azul
muestra el crecimiento del plasmon correspondiente a la banda transversal del prisma y a la contaminacion
por esferas, mientras que las flechas en rojo muestran el crecimiento del plasmon correspondiente al prisma.
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De acuerdo con los resultados obtenidos por Pelaz et al. (2012), los NPrO
que presentan un plasmon superior a los 1100 nm, poseen un tamafio de la arista
de 165 nm en promedio, y ya que en esta tesis se busca obtener NPrO de un
tamafio menor a los 100 nm, es que se continud trabajando con la concentracion

de oro de 2 mM.

3.1.2 Concentracién del primer volumen de Na2S203

La segunda variable que se evalu6 fue usar diferentes concentraciones de
la primera adicion del agente reductor Na:S203, manteniendo constante la
concentracion inicial de oro de 2 mM. Las diferentes concentraciones de Na2S203
fueron: 0,25; 0,5; 0,625; y 1 mM. En la figura 2 se puede observar que a medida
que se aumenta la concentracion de Na2S203 el plasmon en el NIR aparece mas
rapido y ademas el plasmén final se estabiliza en longitudes de onda mas
desplazadas hacia el azul o hipsocromico. Esto quiere decir que a mayor
concentracion de tiosulfato de sodio el tamafio final de las semillas es menor. Ya
gue tanto la muestra a 0,25 mM (Fig. 3.2a) y 0,5 mM (Fig. 3.2b) poseen el
plasmon muy desplazado hacia NIR implica que las semillas formadas son de un
gran tamafo y se descarta trabajar con ellas. En contraste, la muestra a 1 mM
(Fig. 3.2d) posee un plasmén menor a las 800 nm lo que implica semillas de
menor tamafio que originaran prismas muy pequefios y que dificulta su posterior
purificacion. Esto junto con que la absorbancia del plasméon a 530 nm es
levemente mayor al plasmén en el NIR, lo cual sugiere que la concentracién de

esferas es mayor a la de semillas para prismas, fue utilizado como parametros
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para descartar esta muestra. Ya que la muestra a 0,625 mM de Na2S203 posee un
plasmoén con una adecuada longitud de onda y que ademd&s su absorbancia es
mayor que la presentada por el plasmon a 530 nm es que se selecciond esta

concentracion para los andlisis posteriores (Fig. 3.2d).
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Figura 3.2 Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCls (2 mM) reducido con A) 0,25; B) 0,5; C) 0,625y D) 1
mM de tiosulfato. El crecimiento de las semillas fue evaluado en el tiempo (0-80 min) a 20°C. Previo a la
adicién de tiosulfato, la solucién de oro fue medida (0’ min).

3.1.3 Segunda adicion de NazS203y formacién de NPrO

De acuerdo con los experimentos anteriormente analizados, el tiempo es un
factor determinante en donde se localizara el plasmon a tiempo final. Ademas, ya
que la segunda adicién de Na2S203 permite dar la forma del prisma a las semillas
y terminar la reaccion es que se procedio a evaluar el tiempo al cual se adiciona el

segundo volumen de Na2S203. Como se observa en la figura 3.3, las muestras a
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los tiempos de 8 min (Fig. 3.3a), 9 min (Fig. 3.3b) y 10 min (Fig. 3.3c) de adicion
de tiosulfato presentan un plasmén final a una longitud de onda en el infrarrojo
bastante similar. La muestra a la cual se adicion6 el segundo volumen de tiosulfato
a los 15 min presenta un plasmon sobre los 1000 nm, lo cual segun la literatura
son prismas que poseen un largo de arista mayor a los 100 nm lo que podria

dificultar su utilizacion en aplicaciones en biomedicina.
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Figura 3.3 Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCls 2 mM reducido con tiosulfato de sodio 0,625 mM (x2).
La segunda adicion se realizé a los 8 (A), 9 (B), 10 (C), y 15 (D) minutos luego de la primera adicién.

Ademas, estas tres muestras (8, 9 y 10 min) fueron evaluadas mediante
TEM para determinar el tamafio de los NPrO y la presencia de nanoesferas de oro

(NeO) (Fig. 3.4).
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Figura 3.4 Imagenes TEM representativos de nanoprismas de oro sintetizados a distintos tiempos: 8 (Ay B), 9
(CyD),y 10 (E y F) minutos.
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Aun cuando las tres muestras presentan plasmones medianamente
cercanos en valor, las muestras obtenidas a los 8 y 10 min exhiben una poblacién
de prismas de gran tamafio donde incluso se pueden encontrar algunos tan
grandes como de 150 nm de largo de arista. Por otro lado, la muestra a los 9
minutos posee un tamafo de poblacion entre los 50 a 80 nm, lo cual se
correlaciona con un plasmon de longitud de onda mas bajo que el resto de las
muestras. De esta forma, considerando la relacion entre el plasmoén y el tamafio
de los nanoprismas obtenido por TEM es que se selecciond el tiempo de 9

minutos como el apropiado para la sintesis de los NPrO.

3.1.4 Volumen de la segunda adicion

Una vez determinados los parametros necesarios para la sintesis de NPrO
en las secciones anteriores, se procedié a determinar si la variacion en el volumen
de la segunda adicién de tiosulfato posee alguna influencia sobre la sintesis de
NPrO. En la seccion anterior, se utilizé una razén en volumen de 1:1.2:0.2 para
HAuUCIl4:Na2S203(x1):Na2S203(x2), por lo cual se evalto el doble (1:1.2:0.4) y la
mitad (1:1.2:0.1) de volumen en la segunda adicién. La figura 3.5 muestra los
espectros obtenidos para ambas muestras, en el cual al aumentar al doble el
volumen de la segunda adicion de tiosulfato se producen NPrO con un plasmén de
menor longitud de onda (Fig. 3.5a) comparado a la situacion control observada en
la figura 3.3b. Al contrario, al disminuir el volumen a la mitad (Fig. 3.5b) se

producen NPrO con un plasmon mayor al control. Este resultado demuestra que el
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plasmoén y por ende el tamafio de los NPrO es sensible a los voliumenes de

tiosulfato usados.
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Figura 3.5 Espectros Vis-NIR de nanoprismas de oro sintetizados con diferentes volimenes de tiosulfato en la
segunda adicién. A) Razén de volumen 1:1.2.0.4, y B) razén de volumen 1:1.2:0.1.

De esta forma, considerando todos los resultados obtenidos se fijaron los
siguientes parametros para la sintesis de NPrO de ~60 nm de largo de arista y 840

nm de plasmon:

- Solucién HAuCls 2 mM y Na2S203 0.625 mM
- Relacion de volumenes de 1,0:1,2:0,2

- Tiempo de 9 minutos entre primera y segunda adicion

3.1.5 Cinéticas de formacion de NPrO a distintas temperaturas

La sintesis de NPrO posee como desventaja la contaminacién con un
producto secundario en la formacion de los NPrO, que son las NeO. Debido a la
forma que estas Ultimas poseen, es mas sencilla su generacion ya que sélo

implica la generacion de nucleos de oro los cuales se van agregando o van
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creciendo por la reduccion de oro, mientras que en el caso de los prismas se
requiere del bloqueo de ciertas caras (1,1,1) lo cual permite la generacion de la
forma de prisma®? %, Debido a esto, es que en literatura se ha descrito que en la
sintesis de NPrO se puede disminuir el grado de contaminacion con NeO
mediante la modificacion de la temperatura de reacciéon®®. De esta forma, se
evalu6 la sintesis de NPrO a cuatro temperaturas distintas mediante
espectrofotometria visible-IR durante dos horas. Este experimento se realizé a
15°C (Fig. 3.6a), 20°C (Fig. 3.6b), 27°C (Fig. 3.6¢) y a 50°C (Fig. 3.6d) en el cual
se observaron varios fendmenos con respecto a la formacién de los NPrO.
Conforme se aumenta la temperatura, la reaccion de sintesis es mucho mas
rapida la cual se observa por la aparicion de ambos plasmones a menores tiempos
lograndose también una estabilizacién de estos. Ademas, la longitud de onda del
plasmon final esta mas desplazado hacia el rojo (900 nm a 15°C) y conforme se
aumenta la temperatura de reaccidn se observa un desplazamiento hacia el azul,
siendo las muestra a 27°C y 50°C las que poseen el menor plasmon (764 y 767
nm, respectivamente). Otro fendmeno que se observa es que al aumentar la
temperatura, el plasmoén correspondiente a los NPrO empieza a disminuir en
intensidad y, por el contrario, el plasmon de las NeO empieza a aumentar. Esto se
observa de forma maés clara al obtener la razén de intensidad de ambos
plasmones, siendo de 1,48 a 15°C y 0,65 a 50°C, lo cual daria cuenta que el

aumento de la temperatura promueve la formacion de mas NeO por sobre NPrO.

59



Tiempo (min) Tiempo (min)
3 — 0 3 — o0
< — 2:00 < ! — 2:00
2 — 4:00 2 — 4:00
o 2 — 6:00 o 2
‘o ; S — 6:00
c — .
® 9:00 S — 9:00
r — 13
2 4 12:00 e — 12:00
" 15:00 3 15:00
> — . K-}
p 30:00 2 — 30:00
01 T T . T 60:00 0 ; - = - 60:00
400 600 800 1000 — 9o0:00 200 600 200 1000
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
31 ) :
3 Tiempo (min) Tiempo (min)
_ —_
< — 0 < — 0
=) =) .
- — 2:00 = 54 0:45
] 2 ©
= — . 5 — 1:15
() :00 :
c — .
© — 6:00 © 1:45
o 2 — 2:00
= 14 — 9:00 5 1 :
2 — 4:00
& — 12:00 a
6:00
< 15:00 <
J 0 9:00
0 T T - - — 30:00 T T T -
400 600 800 1000 400 600 800 1000

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.6 Ensayo cinético de formacién NPrO a distintas temperaturas. El seguimiento se realizé mediante
espectrofotometria Visible-IR y las mediciones se realizaron cada 15 segundos (se muestran los tiempos mas
representativos). El plasmén que se desplaza en el IR corresponde a los NPrO mientras el que estq a 530 nm
corresponde a las NeO. A, 15°C. B, 20°C. C, 27°C. D, 50°C.

Ademaés, cada muestra a tiempo final se evalu6 mediante STEM para
determinar el tamafio de los NPrO y de las NeO obtenidas. Como se observa en la
figura 3.7, conforme se incrementa la temperatura de reaccion el tamafio promedio
de los NPrO disminuye, y va desde los 71 £ 22 nm (a 15°C) a los 40 + 13 (a 50°C),
resultado que se condice con lo observado por espectrofotometria y el valor final
del plasmoén, mientras que el tamafio de las NeO se mantiene constante a

aproximadamente 20 nm. Ademas, se realizdé un conteo de NPO para determinar
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la poblacién de cada especie, las que se mantuvieron constantes independiente

de las temperaturas analizada: ~70% para NPrO y ~30% para NeO.
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Figura 3.7 Caracterizacion a tiempo final de la sintesis de NPrO a distintas temperaturas mediante STEM,
tamafio del largo de arista de los NPrO y diametro de las NeO formadas a: 15°C (A, B, C), 20°C (D, E, F),
27°C (G, H, ) y 50°C (J, K, L). Las imagenes son representativas de cada sintesis y los histogramas
corresponden a un andlisis de 1000 NPO en total.

Luego de 24 horas, las muestras fueron nuevamente analizadas mediante
espectrofotometria y no se observo modificacion alguna ya sea en el plasmon o en
la intensidad de estos (Fig. 3.8). Cada uno de los parametros de la caracterizacion

de la sintesis a las distintas temperaturas analizadas se resume en la tabla 3.1.

Absorbancia (UA)
o
(-]
N
o
0o 0o o0

0.0 T T T T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000 1100

Longitud de onda (nm)

Figura 3.8 Resumen de espectro Visible-IR del producto final de cada cinética de formacion de NPrO a las
diferentes temperaturas analizadas luego de 24 horas.
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Tabla 3.1 Resumen de caracterizacion de cada cinética de formacion de NPrO para cada temperatura.

Tamafo Poblacion Tamafo Poblacion

Plasmén Razén

Sintesis a: (nm) IR/visible NPrO (nm) NProO NeO (nm) NeO
15°C 894 1.48 71+ 22 30% 23+5 70%
20°C 845 1.2 56 + 21 31% 20+ 5 69%
27°C 765 0.99 41 £ 15 31% 17+4 69%
50°C 767 0.65 40 + 13 29% 24 +7 71%

3.1.6 Caracterizacién de los Nanoprismas de Oro (NPrO) obtenidos

A continuacion, se evaluo la reproducibilidad de la sintesis de NPrO bajo los
pardmetros obtenidos en la caracterizacion previamente realizada (Fig. 3.9). La
sintesis se realiz6 por triplicado y se registré el espectro de absorbancia Visible-IR
donde se observan los dos plasmones caracteristicos de una muestra de NPrO
(Fig. 3.9). Las tres muestras exhiben una alta reproducibilidad en el primer
plasmoén a 840 nm y el segundo plasmon a 530 nm, el cual corresponde a NeO y a
la banda del plasmon transversal de los NPrO. En la figura 3.9b, se observa una
imagen STEM representativa para estas muestras con la presencia de NPrO y de

una gran cantidad de NeO, que corresponden a un subproducto de esta sintesis.
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Figura 3.9 Sintesis de NPrO. A, espectro Visible-IR de tres sintesis distintas en las cuales se obtiene un
plasmén a 840 nm. B, imagen TEM representativa de una de las sintesis. Se observa la presencia tanto de
NPrO como de NeO.
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Ademas, estas muestras se caracterizaron mediante el diametro
hidrodindmico (DLS por sus siglas en inglés). La distribucién de tamafio se analizo
utilizando el parametro de intensidad donde se observa la presencia de dos
poblaciones para estas muestras (Fig. 3.10): unade 58 £ 3nmy otrade 4 £ 1 nm.

Size Distribution by Intensity
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Figura 3.10 Distribucion de tamafios determinado mediante DLS para NPrO obtenidos de la sintesis (n=3,
muestras independientes).

Finalmente, se evaludé el potencial { de estas muestras, el cual es una
medida indirecta de la carga superficial de las NPO, a través de la movilidad
electroforética de las NPO entre los polos de la cubeta. Como se observa en a
figura 3.11, las muestras presentan un potencial { de -40 £ 1 mV, valor que se
condice con la presencia del agente reductor y estabilizante utilizado, tiosulfato de

sodio, el cual presenta carga negativa.
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Figura 3.11 Distribucion de cargas determinado mediante el potencial zeta para NPrO obtenidos de la sintesis
(n=3, muestras independientes).

Tanto los valores del plasmon, DLS como de potencial ¢ seran de gran
ayuda en el seguimiento de las siguientes etapas de funcionalizacién, ya que al
reemplazar el tiosulfato de sodio de la superficie del NPrO se traducird en una
variacion del valor de estos parametros y dardn cuenta de la correcta

funcionalizacién de nuestra muestra.

3.2 Obtencion y caracterizacion de NPrO con PEG

Ya que esta sintesis genera una alta contaminacién con NeO es que se
procedié a enriguecer la muestra con NPrO. Para llevar a cabo esto, primeramente
las muestras fueron funcionalizadas con HS-PEG-COOH (PEG) el cual cumple
una doble funcion: por un lado, la conjugacién con PEG es uno de los agentes
mas usados en la funcionalizacién de nanoparticulas por su alta biocompatibilidad
para futuras aplicaciones en sistemas bioldgicos, y por otro lado, las moléculas de

PEG confieren estabilidad a los NPrO (Pelaz y cols., 2012,B) ya que estos son
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sensibles a cambios en el solvente y tienden facilmente a agregar. De esta forma,
el PEG desplaza al tiosulfato de sodio rodeando a los NPO y promoviendo un
efecto estérico que disminuye la interaccion interparticula que evitar su posterior
agregacion. Junto con esto, cabe mencionar que el proceso de enriquecimiento de
los NPrO esta basado en un método de centrifugacion diferencial, por lo cual
necesitamos NPrO lo suficientemente estables para soportar las diversas
centrifugaciones y el cambio de solvente, que en este caso serd agua el utilizado

como agente redispersante.

3.2.1 Enriquecimiento de NPrO mediante funcionalizacién con PEG y
centrifugacioén diferencial

Primero, la muestra obtenida de la sintesis se funcionaliz6 con PEG y a
continuacion se centrifug6 a diversas velocidades de forma decreciente: 5900 g
(NPrO PEG P1), 3300 g (NPrO PEG P2), 1500 g (NPrO PEG P3), 400 g (NPrO
PEG P4). Entre cada centrifugacion, la pella obtenida fue resuspendida en agua
Milli-Q y el sobrenadante descartado. De esta forma, después de cada
centrifugacion se obtuvo una pella rica en NPrO mientras que las NeO, que son

mas livianas, se quedan en el sobrenadante.

En la figura 3.12 se registro el espectro de absorbancia de la muestra luego
de cada centrifugacion. Se observa que el plasmon sufre un desplazamiento
batocromico conforme se avanza en las centrifugaciones realizadas, desde 840
nm para los NPrO desnudos a 905 nm para los NPrO PEG P4, lo cual daria

cuenta de la presencia de NPrO de mayor tamafio. Ademas, se observa una
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disminucién en la intensidad del plasmén correspondiente a las NeO, lo queda
mas claro al calcular la razon de intensidades plasmoén IR/plasmén visible que va
desde 1,3 a 2,3. Esta variacién implicaria que la poblacion de NeO presentes en la

muestra disminuye gracias a este procedimiento.

1.0 = NPrO desnudos
—— NPrO PEG P1
— NPrO PEG P2
0.6 — NPrO PEG P3

— NPrO PEG P4

Absorbancia (UA)

400 500 600 700 800 900 1000 1100

Longitud de onda (nm)

Figura 3.12 Espectro Visible-IR para cada etapa de la centrifugacion diferencial. La pella obtenida luego de
cada centrifugacion fue resuspendida en agua Milli-Q y medida su absorbancia. 5900 g (A, B, C), 3300 g (D,
E, F), 1500 g (G, H, I) y 400 g (J, K, L).

Adicionalmente, la pella obtenida de cada una de las centrifugaciones fue
caracterizada mediante TEM. Como se muestra en a figura 3.13 hay un
incremento en la presencia de NPrO con cada centrifugacién. Al calcular el
namero de NPO presentes se observa un incremento de la poblacion de NPrO
desde un 42% (NPrO PEG P1) a 58% (NPrO PEG P4). Ademas, el tamafio de las
NPO fue determinado mediante histogramas realizados de las imagenes TEM.
Mientras los NPrO aumentan en tamafio las NeO, presentes aun en la muestra, se
mantienen contantes en su diametro promedio. De esta forma, se logra enriquecer
la muestra con NPrO aumentando a casi el doble la poblacion de estos con
respecto a la muestra inicial de NPrO desnudos. En la tabla 3.2 se resume la

caracterizacion de cada una de las etapas de la centrifugacion diferencial.
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Figura 3.13 Caracterizacion de la muestra mediante TEM, tamafio del largo de arista de los NPrO y diametro
de las NeO luego de cada centrifugacion a: 5900 g (A, B, C), 3300 g (D, E, F), 1500 g (G, H, I) y 400 g (J, K,
L). Las imagenes TEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un andlisis de
1000 NPO en total.

A continuacion, se realiz6 una segunda tanda de centrifugaciones con el fin
de enriquecer aun mas la poblacién de NPrO presentes en la muestra. En esta
etapa se procedio a realizar dos centrifugaciones a 3300 g (Fig. 3.14). Mediante
espectrofotometria Visible-IR se observa una disminucion de la intensidad del
plasmon correspondiente a las NeO con ambas centrifugaciones, incrementando
la razon plasmén IR/plasmén Vis de 2,3 a 2,8 lo que daria cuenta de una

disminucién en la poblacion de NeO presentes en la muestra.

1.0 7 = NPrO desnudos
—— NPrO PEG P1
— NPrO PEG P2
0.6 7 — NPrO PEG P3
— NPrO PEG P4

NPrO PEG P5
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Figura 3.14 Caracterizaciéon de NPrO obtenidos luego de la quinta (NPrO PEG P5) y sexta centrifugacion
(NPrO PEG P6) mediante espectrofotometria Visible-IR.
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Como era de esperarse, al observar las muestras mediante TEM el nimero
de NPrO presentes en la muestra es mucho mayor con cada nueva centrifugacion
NPrO PEG P5 (70%) NPrO PEG P6 (79%) (Fig. 3.15). El tamafio de los NPrO en
ambas centrifugaciones aumenta en 10 nm con respecto a la cuarta centrifugacion
mientras que el didametro de las NeO vuelve a mantenerse relativamente
constante. De esta manera, gracias a la segunda etapa de centrifugacién se logré
aumentar aun mas la poblacion de NPrO obteniendo un incremento de NPrO del
30 al 79% para el proceso completo. La caracterizacion, comparacion vy

seguimiento de cada uno de los pardmetros analizados se resume en la tabla 3.2.
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Figura 3.15 Caracterizacion de la muestra mediante TEM, tamafio del largo de arista de los NPrO y diametro
de las NeO luego de ambas centrifugacién a 3300 g: NPrO PEG P5 (A, B, C) y NPrO PEG P6 (D, E, F). Las
imagenes son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un analisis de 1000 NPO en
total.
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Tabla 3.2 Tabla resumen de la caracterizacion de cada una de las etapas de centrifugacion.

P1 P2 P3 P4 P5 P6
Plasmén 861 nm 864 nm 873 nm 905 nm 896 nm 885 nm
Razén
IR/Visible 1,3 1,4 1,6 2,3 2,3 2,8
Tamafio TEM
(NPro) 47+17nm | 44+20nm [ 47+£22nm | 50+24 nm | 62+ 23 nm | 60+ 23 nm
Tamafio TEM
(NeO) 22+4nm | 23+£4nm | 23+£4nm | 27+£4nm | 26£4nm | 264 nm
Poblacion NPrO 42% 54% 56% 58% 70% 79%
Poblacion NeO 58% 46% 44% 42% 30% 21%

Adicionalmente, se caracterizo el potencial ¢ y el diametro hidrodinamico de
la muestra enriquecida en NPrO. El valor del potencial ¢ fue de -37 £ 1 mV (Fig.
3.16), valor que se condice con la presencia del grupo carboxilo del PEG que
aporta la carga negativa a la muestra medida a pH 5,5. Este valor es bastante
similar al obtenido por la sintesis inicial (- 40 £ 1 mV), lo que es esperable ya que
hay un desplazamiento del tiosulfato que posee carga negativa y que rodea los
NPrO por PEG que también posee una carga negativa. Por otro lado, mediante
DLS el diametro hidrodinAmico de la muestra mostré dos picos de poblacion: uno
de 69 £ 1 nm y otro de 8 £ 1 nm (Fig. 3.17), siendo el primer pico correspondiente
al largo de arista de los prismas mientras que el segundo pico corresponderia al
ancho de estos. En este sentido, ambos valores aumentan con respecto a la
sintesis inicial (58 + 3 nm y otra de 4 + 1 nm), lo cual también da cuenta del
aumento de tamario de los NPrO debido a la presencia del PEG sobre la superficie

de estos.
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Figura 3.16 Distribucién de cargas determinado mediante potencial zeta para NPrO PEG P6 (n=3, muestras
independientes).
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Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 3.17 Distribucion de tamafios determinado mediante DLS para NPrO PEG P6 (n=3, muestras
independientes).

3.2.2 Segunda funcionalizacién de NPrO con HS-PEG-COOH

Ya que parte del PEG utilizado en la funcionalizacion de la muestra también
funcionalizo las NeO, es que se procedido a una segunda funcionalizacion de la
muestra con PEG para asegurarnos de que toda la superficie del NPrO estuviera

recubierta (NPrO PEGx2). A continuacion, esta muestra se caracterizO mediante
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espectrofotometria, TEM, SEM, potencial { y DLS. Como se observa en la figura
3.18a, el plasmon correspondiente a los NPrO se desplazé levemente hacia el
azul y, ademas, la intensidad del plasmon a 530 nm disminuy6 lo cual sugeriria
que la poblacién de NPrO presentes en la muestra aumento. De la imdgenes SEM
y TEM (Fig. 3.18Db, e), se observa que tanto tamafio de ambas NPO como el valor
estimado de sus poblaciones no se vieron mayormente modificados con respecto
a los valores obtenidos en el paso anterior (Fig. 3.18 d, e). Adicionalmente, de las
imagenes SEM se calculd el ancho del PEG que rodea cada NPrO obteniéndose
un valor de 12 £ 2 nm el cual se correlaciona con lo reportado en literatura para
este tipo de PEG de 5000 g/mol (Fig. 3.18 f). En la tabla 3.3 se comparan estos
parametros de las principales muestras: NPrO desnudos, NPrO PEG P6 y los

NPrO PEGXx2.
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Aun cuando los parametros anteriores se mantuvieron casi Sin
modificaciones con respecto al paso anterior, la caracterizacién mediante potencial
¢ y DLS si mostré6 cambios en las propiedades fisicoquimicas para la muestra
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NPrO PEGx2. Esta muestra presentd una disminucion del valor absoluto potencial
¢ de -51 £ 1 mV (Fig. 3.19), es decir, se hizo mas negativo este valor lo cual es un
indicador de que hay un aumento de carga negativa sobre la superficie de los
NPrO que estd dado por la presencia de una mayor cantidad de grupos
carboxilicos, provenientes del PEG, sobre la superficie de estos. Por otro lado, el
diametro hidrodinamico de esta muestra también aumento a 77 £ 3 nm (Fig. 3.20),
lo cual también se condice con la presencia de una mayor cantidad de PEG sobre
la superficie de los NPrO. De esta forma, se concluye que la segunda etapa de
funcionalizacién permiti6 aumentar la cantidad de PEG sobre la superficie del
nanosistema final. La comparacion completa de los tres sistemas: NPrO desnudo,

NPrO PEG P6 y NPrO PEGx2 se muestra en la tabla resumen 3.3.

Zeta Potential Distribution
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Figura 3.19. Distribucién de cargas determinado mediante potencial zeta para NPrO PEGx2 (n=3, muestras
independientes).
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Figura 3.20 Distribucién de tamafios determinado mediante DLS para NPrO PEGx2 (n=3, muestras
independientes).

Tabla 3.3 Caracterizacion fisicoquimica antes de funcionalizacion de NPrO con PEG (NPrO desnudos),
después de la primera funcionalizacion con PEG (NPrO PEG P6) y después de la segunda funcionalizacién
con PEG (NPrO PEGx2).

NPro NPrO PEG P6 NPrO PEGx2
desnudos

Plasmén 845nm 885 nm 877 nm
Razén IR/Visible 1,2 2,8 3,1
Tamafo TEM (NPrO) 56 £ 21 nm 60 £ 23 nm 63 £ 24 nm
Poblacién NPro 30% 79% 80%
Tamafio TEM (NeO) 205 nm 26+ 4 nm 274 nm
Poblacién NeO 70% 21% 20%
DLS (primer pico) 58+ 3 nm 69+1nm 773
Potencial { -40+1 mV -37+1mV -51+1

3.3 Sintesis de NeO

La sintesis de NeO se realizé mediante una modificacion del método de
Turkevich en base a la cual se vario la concentracion de citrato en la reaccion para
asi obtener NeO de un diametro cercano a 40 nm9%. Este tamafio de NPO posee
un area superficial similar a la de los NPrO, por lo que permite realizar una
comparacion adecuada de la forma de ambas NPO manteniendo el resto de los

parametros fisicoquimicos constantes. De esta forma al tener dos nanosistemas
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gue difieran solamente en la forma de la NPO, cualquier efecto que se pueda
observar en los siguientes objetivos de esta tesis es atribuible solamente a esta

variable.

Las NeO desnudas obtenidas de la sintesis fueron caracterizadas mediante
espectrofotometria Vis-IR, STEM, DLS y potencial . Como se observa en la figura
3.21a, las NeO desnudas poseen un plasmén a 530 nm el cual esta descrito en
literatura que corresponde a NeO de un didmetro aproximado de 40 nm. Para
corroborar el tamafio se visualizé la muestra por STEM (Fig. 3.21b) donde se
puede observar la forma esférica y en algunos casos se observa una forma
levemente como si fuesen un grano de arroz, lo cual también se ha descrito para
este tamafio de esferas. De las imagenes STEM se realiz6 un analisis del
histograma de tamafio obteniéndose un diametro promedio de 41 £ 6 nm (Fig.

3.21c), tamafio que se condice con lo observado por espectrofotometria.
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Figura 3.21 Caracterizacion de NeO desnudas. A, espectro Visible-IR. B, Imagen TEM representativa de la
muestra. C, Histograma de tamafio para NeO (se consideraron 1000 NeO para el analisis).

Las NeO desnudas también se caracterizaron mediante el diametro

hidrodindmico que presenta la muestra en solucion. Al observar el espectro por

77



DLS se visualizan dos picos caracteristicos: 65 + 3 nmy 3,3 £ 0,1 nm (Fig. 3.22).
Cabe destacar, que el tamafio de las NeO desnudas mediante DLS es mayor ya
que el obtenido por TEM ya que se encuentran en solucién. La aparicién de un
segundo pico en el espectro de DLS es algo caracteristico para NPO
anisotropicas, y en este caso ya que las NeO no son completamente esféricas es
esperable observar este segundo pico®. Con respecto al potencial {, se determind
que la carga superficial de la muestra es de -39 £+ 3 mV (Fig. 3.23), cuyo valor
negativo corresponde a que las NeO desnudas estdn rodeadas por el agente
reductor/estabilizante citrato, el cual al pH del analisis (5,5) posee una carga

negativa.

Size Distribution by Intensity
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Figura 3.22 Distribucion de tamafos determinado mediante DLS para NeO desnudas (n=3, muestras
independientes).
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Figura 3.23 Distribucion de cargas determinado mediante potencial { para NeO desnudas (n=3 muestras
independientes).

3.4 Funcionalizacion de NeO desnudas con PEG

A continuacion, se procedi6 a funcionalizar las NeO desnudas con el agente
estabilizante PEG (NeO PEG). Al igual que los NPrO, si se cambia el solvente
donde se produce la sintesis de las NeO, citrato, estas se vuelven muy inestables
y tienden a agregar. Luego de funcionalizarlas, se caracterizaron mediante
espectrofotometria obteniendo un plasmén a 532 nm (Fig. 3.24a), el cual es
ligeramente mayor que el de las NeO desnudas y que por lo tanto permite sugerir
gue las NeO se encuentran rodeadas de PEG. Al analizar la muestra mediante
SEM y TEM es posible observar las NeO con el halo de PEG caracteristico que las
rodea (Fig. 3.24 b, d). De las imagenes TEM se determiné el didmetro promedio
de las NeO el cual fue de 43 + 6 nm (Fig. 3.24d), valor bastante similar al de las
NeO desnudas, mientras que de las imagenes SEM se calculé el ancho promedio
del PEG el que fue de 12 + 1 nm, valor practicamente idéntico al obtenido para los

NProO.
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Figura 3.24 Caracterizacion de NeO funcionalizadas con PEG. A, espectro visible-IR. B, Imagen TEM de la
muestra. C, Histograma de tamafio para NeO. C, Imagen SEM de NeO. D, Histograma de tamafio para PEG.
Las imagenes TEM y SEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un andlisis
de 1000 NPO en total.

Finalmente, NeO PEG fueron caracterizadas mediante el DLS y potencial .

El espectro DLS muestra nuevamente dos picos correspondientes a poblaciones
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de dos tamafos: 75+ 1 nmy 8,1 £ 0,2 nm (Fig. 3.25). Como era de esperarse,
ambos picos aumentaron su valor con respecto a las NeO desnudas lo que da
cuenta de la presencia de PEG sobre la superficie de la NeO incrementando su
diametro hidrodinamico. Por otro lado, el valor del potencial ¢ fue de -55 + 1 mV
(Fig. 3.26), el cual es un valor mas negativo que el de las NeO desnudas y que se
condice con la presencia de mas grupos carboxilicos del PEG, y por ende, de una
mayor carga negativa ya que estos se encuentran desprotonados al pH de la
medicion, 5,5. De esta forma, gracias a las variaciones fisicoquimicas que
presenta esta muestra se puede corroborar la funcionalizacién de las NeO. En la
tabla 3.4 se muestra el resumen y al comparacion de las variables fisicoquimicas
analizadas tanto para las NeO desnudas como NeO PEG.
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Figura 3.25 Distribucion de tamafos determinado mediante DLS para NeO desnhudas (n=3, muestras
independientes).
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Figura 3.26 Distribucion de cargas determinado mediante potencial zeta para NeO PEG (n=3, muestras
independientes).

Tabla 3.4 Caracterizacion fisicoquimica antes y después de funcionalizacion de NeO con PEG.

NeO desnudos NeO PEG
Plasmoén 530 nm 532 nm
Tamafio TEM 41+6nm 43+6nNm
DLS (primer pico) 653 nm 75+1nm
Potencial { -39 +3mV -55+1 mV
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Capitulo 4: Evaluacién del efecto de la curvatura de NPO sobre la
cinética de agregacion del péptido AB
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4.1 Purificaciéon del péptido AB42 sintético

Como antes se menciond, el mecanismo de agregacion de ApR42 se ve
acelerado debido a que la superficie de los agregados ya formados cataliza la
formacién de nuevos agregados. Es por esto, que para obtener cinéticas
reproducibles se purifico el péptido AB42 para evitar la presencia de estos
pequefios agregados y que por lo tanto pudieran alterar el proceso de agregacion.
De esta forma, se asegura que los experimentos son realizados solamente con la
forma monomérica del péptido AB42. El sistema de purificacién utilizado fue
mediante una columna de exclusion molecular HiLoad Superdex 75 la cual se
encuentra a un temperatura de 4°C, temperatura a la cual se enlentece el proceso
de agregacion para asi evitar la formacion de pequefios agregados mientras la
muestra pasa por la columna. Como se observa en la figura 4.1, el primer pico
cromatografico a los 54 mL, corresponde a pequefos agregados del péptido AB42
que estan aun presentes en la solucion. Por otro lado, a los 75 mL comienza a
aparecer el pico correspondiente al monomero del péptido AB42. Una vez
recuperado el monomero purificado este se mantuvo a 4°C en un tubo eppendorf
low binding para evitar la formacion de pequefios agregados antes de comenzar el
ensayo cinético. El seguimiento de los cromatogramas se realizé a tres longitudes
de onda diferentes: 280 nm, 220, y 214 nm. El incremento de la absorbancia a
volimenes por sobre 110 ml corresponde a especies pequefias como tiocianato

de guanidinio.
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Figura 4.1 Cromatograma representativo del péptido ABR42 sintético obtenido por purificacion con exclusion
molecular y HPLC. El pico correspondiente a la forma monomérica de APR42 se indica por la flecha. El
seguimiento de la purificacién fue mediante absorbancia a UV a 280, 220 y 214 nm.

4.2 Estandarizacion de las cinéticas de agregacion del péptido AB42

Ya que se requiere que las cinéticas de agregacion del péptido Ap42 sean
reproducibles para asi poder determinar el efecto de las NPO sobre éstas, se
evaluaron parametros claves de estas cinéticas. El seguimiento de las cinéticas de
agregacion se realizé6 mediante el uso de la sonda fluorescente Tioflavina T (ThT),
la cual aumenta su fluorescencia al unirse a estructuras B como es el caso de la
forma agregada del péptido APB42°’. Lo primero que se evalué fue que la
concentracion de ThT no alterara las cinéticas de agregaciéon, por lo cual se
analizaron diferentes concentraciones de esta. En la figura 4.2, se muestran las
cinéticas de agregacibn a un concentracion constante de 2 UM de Ap42
monomeérico realizadas con concentraciones de ThT entre 0,25 hasta 20 uM. Se

observa que conforme se aumenta la concentracion de ThT se incrementa la
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intensidad de fluorescencia para cada una de las cinéticas (Fig. 4.2a). Sin
embargo, al normalizar los valores de fluorescencia con respecto al maximo de
fluorescencia obtenido en el plateau (Fig. 4.2b), se observa que todas las cinéticas
se superponen, lo que implica que la ThT no altera las cinéticas de AB42 en este

rango de concentracion.
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Figura 4.2 Ensayo de cinética de agregacion con distintas concentraciones de ThT. A, se analizaron siete
concentraciones diferentes de ThT: 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10 y 20 uM. B, normalizacién de las cinéticas obtenidas
en A. (n=2, muestras independientes).

Como se menciond en la introduccién, al incrementar la concentracion

inicial del péptido AB42 en el ensayo, se incrementa su velocidad de agregacion y
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el tiempo de vida medio (ti12) de cada cinética, que corresponde al tiempo en el
cual se obtiene el 50% de fluorescencia entre la fase lag y plateau para cada
cinética, disminuye’ 7% %_ Sin embargo, este proceso llega a un punto de
saturacion en el cual se obtiene la misma velocidad independiente de la
concentracion inicial del péptido AB42° 190, Ya que el proceso de agregacion del
péptido AB42 posee un mecanismo de agregacion principalmente comandado por
la nucleacion secundaria, en el cual la superficie de las fibras participa como
catalizador del proceso de agregacion® 1%, cuando el sistema esta saturado es
porque todas las fibras de AB42 presentes tienen ocupada toda su superficie y por
ende no hay méas espacios disponibles donde catalizar la formacion de nuevos
agregados. Esto se traduce en que el proceso de agregacion se hace
independiente de la concentracion de mondmero inicial. Es asi como se requiere
determinar cuales son las concentraciones 6ptimas de AB42 para evaluar el efecto
de las NPO sobre el mecanismo de agregaciéon y no sobre procesos extras como

es el de saturacion.

Para determinar el rango de concentraciones en el cual el monémero
purificado presenta el comportamiento de agregacidbn mediante nucleacién
secundaria, se procedi6 a realizar un ensayo de agregaciéon utilizando
concentraciones iniciales del monémero entre 1 uM y 25 pM (Fig. 4.3). Se observa
gue conforme se aumenta la concentracidon inicial de mondémero aumenta la
intensidad maxima de fluorescencia (Fig. 4.3a), y ademas, la velocidad de
agregacion es mucho mayor la cual esta dada porque la aparicidén de las cinéticas

ocurre cada vez a menores tiempos.

87



Al normalizar cada cinética con respecto al maximo de fluorescencia

obtenida en el plateau (Fig. 4.3c), se observa que a mayor concentracion inicial del

mondémero de AB42 se produce una superposicion de las cinéticas. Esto es mas

evidente al observar la figura 4.3b, el cual representa un gréfico del doble

logaritmo de la vida media y la concentracion inicial de monémero. Mediante este

analisis se observa claramente que a concentraciones mayores de 8 uM de AB42

se obtiene el mismo valor de vida media, lo cual es un indicador de que el proceso

de agregacion se encuentra saturado y por ende hay una etapa adicional ademas

de la nucleacién secundaria. Por lo tanto, los analisis cinéticos posteriores se

realizaron utilizando solamente hasta 8 yM de AB42 inicial.
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Figura 4.3 Cinética de agregacion péptido AR42.
A, cinética realizada a distintas concentraciones
entre 1 a 25 pM. B, gréfico de doble logaritmo
para el tiempo medio (t2) versus la
concentracién inicial de mondémero (mo). C,
normalizacién de las cinéticas obtenidas en A.
(n=2, muestras independientes).
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Para analizar el efecto de la curvatura de las NPO sobre el mecanismo de
agregacion de AB42, las cinéticas de agregacion fueron monitoreadas con ThT en
presencia o ausencia de NPO. Los ensayos fueron realizados por triplicado para
cada una de las siguientes concentraciones iniciales del mondémero de AB42: 2;
2,5; 3; 4; 6,5y 8 uM. Estas cinéticas fueron ajustadas globalmente con diversos
modelos cinéticos propuestos en el software de libre acceso AmyloFit (como se
detallan en la tabla 4.1). Del ajuste global de cada modelo a las cinéticas, se
obtiene los residuales que son una medida de que tan distinto es el valor del
ajuste con respecto al valor del dato experimental. Con estos datos, el software
realiza el calculo del error residual medio (MRE por sus siglas en inglés)’®, el cual
corresponde a la sumatoria del cuadrado de los residuales dividido por el nimero
de mediciones realizadas (en este caso cada 5 minutos se realizaba una
medicion). De esta forma, MRE es el principal parametro usado por este software
para discriminar entre los diferentes modelos matematicos de agregacion?®.
Mientras mas bajo sea este valor implica que el modelo analizado se ajusta de

mejor forma a las cinéticas de agregacion.

En ausencia de NPO, el modelo matematico que mejor describe las
cinéticas de agregacion es el modelo de nucleacion secundaria multipasos, la cual
se condice con lo descrito en literatura (Tabla 4.1). Ademas, al graficar el doble
logaritmo del ti2 vs concentracion inicial de Ap42 se obtiene una linea recta (Fig.
4.4). La pendiente de este grafico se denomina “valor gamma” o “y value”, la cual
en este caso fue de -0,933. Mientras este valor sea mas cercano a -1 y alejado de

-0,5, se ha descrito que el mecanismo de agregacién es por nucleacién
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secundaria. Ademas, para el caso de ABR42 esta descrito el literatura un y value de
-1.3%101 " ¢e| cual es similar al obtenido experimentalmente. De esta forma, los
valores de MRE y de y value en conjunto se correlacionan con el mecanismo de

agregacion de AB42 reportado en literatura.

Tabla 4.1 Modelos matematicos para el ajuste global de las cinéticas obtenidas con el péptido AB42 con sus
respectivos valores de MRE (en rojo se destaca el menor valor de MRE obtenido para cada ajuste en
ausencia o presencia de NPO).

MRE
Procesos dominantes del
Modelo modelo AB42 AB42 : NPrO Ap42: NeO
Nucleacién primaria (kn)
Nucleacién elongacién Elongacion (k+) 0,0136 0,0238 0,0120
Dominada por nucleacion
secundaria Nucleacién secundaria (k2) 0,0104 0,0259 0,00641
Dominado por
fragmentacion Fragmentacién (k-) 0,00293 0,00413 0,00399
Fragmentacion y Fragmentacion (k-)
nucleacion secundaria Nucleacién secundaria (k2) 0,00141 0,00409 0,00113
Nucleacién secundaria
multipasos Nucleacién secundaria (k2) 0,00125 0,00382 0,00163
Elongacién saturante Elongacion (k+) 0,00505 0,00712 0,00541
Elongacién saturante y Elongacion (k+)
nucleacion secundaria Nucleacién secundaria (k2) 0,00508 0,0160 0,0056
Elongacion saturante y Elongacion (k+)
fragmentacion Fragmentacion (k.) 0,00293 0,00411 0,00399
2.0

n 1.5

£

‘—‘;‘ 1.0

g 0.5

0.0 T T T T T T T 1
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 16 1.8 2.0 2.2
log(mo0)

Figura 4.4 Grafico que relaciona el logaritmo del tiempo medio de cada cinética (Half time) con el logaritmo de
la concentracion inicial de péptido AB sintético. La pendiente obtenida corresponde al valor gamma o “y value”
que en este caso es de -0.933, lo que implica que el proceso de agregacion corresponde a un mecanismo de
nucleacién secundaria (n=3, muestras independientes).
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En la figura 4.5 se muestran las cinéticas de agregacion de AB42 en

presencia y ausencia de NPO. El triplicado de cada concentracion de ApR42 se

muestra en circulos mientras la linea continua corresponde al ajuste global

realizado (Fig. 4.5 panel inferior), junto al error residual obtenido del ajuste para

cada concentracion en el tiempo (Fig. 4.5 panel superior).
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Figura 4.5 Cinéticas de agregacion a diferentes
concentraciones del péptido AB42 analizadas
mediante el software AmyloFit. Panel inferior,
cinéticas seguidas mediante la sonda fluoscente ThT
a diferentes concentraciones del péptido (circulos) y
el ajuste global que mejor describe los datos
experimentales (linea continua) en ausencia de NPO
(A), en presencia de NPrO (B) o en presencia de
NeO (C). Tanto en ausencia de NPO como en
presencia de NPrO el mejor modelo que describe las
cinéticas es nucleacion secundaria multi pasos
mientras que en presencia de NeO es
fragmentacién/nucleacién secundaria. Panel
superior, error residual de los modelos de
agregacion usados para describir las cinéticas. Los
datos cinéticos para el andlisis fueron normalizados
a 1 con respecto al valor de fluorescencia del
plateau. (n=3, muestras independientes).

Del ajuste realizado en ausencia de NPO, modelo de nucleacion secundaria

multipasos, se obtienen las constantes combinadas k+kn y k+k2 que caracterizan
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las diferentes etapas que llevan a la formacién de fibras (el valor de ambas
constantes esta detallado en la tabla 4.2). La constante combinada k+kn representa
la ruta primaria de agregacion definida por la formacién de nuevos nucleos de
agregacion, la nucleacion primaria (kn), y la constante de elongacion de las fibras
ya formadas (k+). Por otro lado, k+kz representa la ruta de agregacién secundaria
que esté definida por la constante de nucleacion secundaria (k2), mediante la cual
la superficie de la fibra cataliza la formacion de nuevos agregados, y la constante

de elongacion (k+).

Tabla 4.2 Comparacion constantes combinadas obtenidas del ajuste global para cada condicion (n=3,
muestras independientes).

Muestra k+kn (LM2h72) k+kz (UM3h2) k+k- (UMh?)
AB42 1,33x10*° + 3,8x10*7  8,0x10*16 + 8,7x10"15 -
AB42 :NPrO  2,84x10*°+ 1,7x10"8  6,8x10*18 & 4,7x10"18 -

AB42 : NeO 2,84x10*° + 6x10*7 4,1x10%%5 + 3,6x10%4 2,64x10* + 1,4x10*3

La presencia de 0,2 nM NPrO sobre las cinéticas de AB42 incremento la
velocidad aparente de las cinéticas de agregacion (Fig. 4.5b) lo cual también
se observa en la disminucién del tiempo medio para cada una de las cinéticas a
las distintas concentraciones analizadas comparado con el control (Fig. 4.6). El
mecanismo de formacion de fibras en presencia de los NPrO no se vio modificado
ya que el modelo que mejor se ajustd a las cinéticas fue nuevamente la
nucleacion secundaria multipasos (Tabla 4.1). Sin embargo, la presencia de los
NPrO increment6 la constante combinada k+k2 en dos ordenes de magnitud sin

modificar la constante k+kn comparado a las mediciones en ausencia de NPO
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(Tabla 4.2). En contraste, la presencia de las NeO si modifico el modelo de
agregacion del péptido AB42. En este caso el ajuste global predijo un
mecanismo de agregacion de nucleacion secundaria/fragmentacién (Tabla
4.1), en el cual la fragmentacion de las fibras largas ya formadas también
contribuye a la formacion de nuevos agregados a través de la constante de
fragmentacion (k-) junto con la nucleacion secundaria. Con respecto a las
cinéticas, la presencia de NeO desacelero ligeramente las cinéticas de formacion
de fibras (Fig. 4.5c) e incremento el tiempo medio para cada una de las cinéticas a
las distintas concentraciones analizadas comparado con el control (Fig. 4.6). Este
incremento fue coherente con la disminucion de la constante combinada k+kz en
un orden de magnitud mientras k+kn Se mantuvo constante con respecto a la
misma constante en ausencia de NeO (Tabla 4.2). Ademas, basado en este
modelo se obtuvo una tercera constante combinada representada por k+k- la cual
contribuye al proceso de agregacion mediante la fragmentacion de las fibras mas
largas. Por lo tanto, de los resultados obtenidos hasta ahora se propone que los
NPrO promueven la agregacion mediante k+ko mientras las NeO desaceleran la
agregacion afectando el mecanismo de agregacion mediante la nucleacién

secundaria/fragmentacion.
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Figura 4.6 Comparacion de los tiempos medios de las cinéticas de agregacion para cada concentracion de
AB42 en ausencia de NPO (columnas negras), en presencia de NPrO (columnas rojas) y en presencia de NeO
(columnas verdes) utilizando el software AmyloFit (n=3, muestras independientes).

Con el fin de determinar sobre cual constante microscépica individual
relacionadas a la vias primaria o secundaria de agregacion, es decir, sobre cual
etapa del mecanismo de agregacién las NPO ejercen su efecto, es que se
procedio a analizar las cinéticas de agregacion en funcién de la concentracion de
NPO. En la figura 4.7 se muestra el desglose del efecto de diferentes
concentraciones de NPrO sobre cada una de las concentraciones del péptido
Ap42. Como se puede observar, la concentracion de los NPrO posee un efecto
concentracion dependiente sobre las cinéticas de agregacién en las cuales al
aumentar la concentracion de NPrO la velocidad aparente de las cinéticas
también se ve incrementada. Al realizar el ajuste global de las cinéticas de
agregacion para cada concentracion de NPrO se obtiene un aumento del valor de
la constante combinada k+kz sin alterar la constante combinada k+kn (Fig. 4.9a).
Este resultado explica el aumento de la velocidad aparente de las cinéticas
conforme se aumenta la concentracion de NPrO presente en el ensayo. Ademas,

ya que la constante individual k2 es compartida por ambas constantes
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combinadas, k+kz y k+kn, y esta tltima no se vio modificada por la presencia de las
distintas concentraciones de NPrO, es que se puede asumir que solamente la
constante de nucleacion secundaria k2 es la que esta siendo acelerada por la
presencia de los NPrO. Por otro lado, la figura 4.8 compara las cinéticas de
agregacion a distintas concentraciones de NeO. Para ambas concentraciones de
NeO analizadas se obtiene el mismo patrén de cinética y del ajuste global de cada
una de estas se obtiene el mismo valor para las tres constantes combinadas: k+k2
y k+kn (Fig. 4.9b eje izquierdo) y k+k- (Fig 4.9b eje derecho). Por lo tanto, con este
analisis no se puede discriminar sobre cual etapa del proceso de agregacion las
NeO tiene un efecto mayoritario, y solamente se determiné que afectan la
nucleacion secundaria y la fragmentacion en el mecanismo de agregaciéon del

péptido AB42.
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Figura 4.7 Cinéticas de agregacion a diferentes concentraciones del péptido AB42 analizadas a diferentes
concentraciones de NPrO. Se realiz6 el desglose para cada concentracion de AB42. La linea negra
corresponde al control de AB42 en ausencia de NPO (n=3, muestras independientes).
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Figura 4.8 Cinéticas de agregacion a diferentes concentraciones del péptido AB42 analizadas a diferentes
concentraciones de NeO. Se realizd el desglose para cada concentracion de AB42. La linea negra
corresponde al control de AB42 en ausencia de NPO (n=3, muestras independientes).

97



10°7
2.
10 °
<
S~
S 104 ° ¢ Kk
z *  k,k
~ +%n
Py * *
10°%
10! T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
[nM NPro]
101 -10°
A A
1.0 = Eje izquierdo:
10 104 +
= ® K.k,
100.5- —
= L 103 E *  k.k,
© 0.0
; 10°°% * * - Eje derecho:
~ 102 =
1005+ - A k.k,
-1.0 F10?
10 °
[}
10* T T T T 10°
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
[nM NeO]

Figura 4.9 Dependencia de las constantes combinadas como funcién de la concentracion de NPrO (A) y de
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Capitulo 5: Determinacion de la interaccion entre curvatura de
NPO con AB42.
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4.1 Efecto de NPO sobre la estructura final de las fibras de AB42

A continuacion, para comprender si el efecto observado de NPrO o NeO sobre el
proceso de agregacion del péptido AB42 no es tan solo a nivel cinético sino también a
nivel estructural, se analizé6 mediante dicroismo circular las fibras de AB42 en ausencia o
presencia de las NPO al tiempo final de la cinética de agregacién. Como control inicial se
analizé el péptido Ap42 en su forma monomérica antes de realizar el ensayo, en el cual se
observa la sefial caracteristica para un random coil (Fig. 5.1) ya que AB42 en este estado

Nno presenta estructura.
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Figura 5.1 Espectro DC representativo para el péptido AB42 monomérico después de la purificacion mediante
SEC-FPLC y antes de ser usado en el ensayo de cinética de agregacion.

Luego, se evalu6 mediante DC las muestras de fibras de AB42 en ausencia o
presencia de NPO. Como se observa en la figura 5.2a, los agregados de AB42 en
ausencia de NPO presentan la sefial caracteristica para una estructura hoja B, lo cual
también da cuenta del proceso de agregacion del péptido AB42, que esta definido como la
ganancia de estructura 8 desde un random coil. A continuacién, al comparar esta sefal

con la de las fibras en presencia de ambas NPO se observa que la forma del espectro de
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DC no se ve alterada independiente de la NPO usada (Fig. 5.6a). Mediante el software de
acceso libre BeStSel, se ajustaron estos espectros de DC para predecir el contenido de
estructura secundaria de las fibras bajo estas tres condiciones (Fig. 5.6b), donde los
porcentajes del analisis para cada una de las estructuras fue el mismo para todas las
condiciones. De esta forma, se descarté que el efecto diferencial obtenido para cada una
de las NPO sobre el proceso de agregacion de AB42 sea debido a una alteracion en la

estructura secundaria de las fibras de AB42.
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Figura 5.2 Evaluacion mediante DC de las fibras de AB42 en ausencia o presencia de NPO al tiempo final de
18 hrs del ensayo de agregacion. A, comparacion de los espectros de las fibras de AB42 en ausencia de NPO
(linea negra), en presencia de NPrO (linea roja) y en presencia de NeO (linea verde). B, deconvolucion de los
espectros de DC mediante el software BeStSel para predecir y calcular el contenido de estructura secundaria
de las fibras de AB42 para cada una de las condiciones previamente analizadas (n=3, muestras
independientes).

5.2 Evaluacion de la morfologia de fibras de AB42 mediante TEM

A continuacién, ya que la presencia de las NPO modifico las cinéticas de
formacion de fibras, es que se analizé la morfologia de estas para corroborar los
resultados obtenidos en las cinéticas de AB42. Las muestras para ambas NPO
fueron analizadas mediante microscopia electronica de transmision TEM a tiempo

final de las cinéticas y utilizando las muestras 8uM de AB42. En la figura 5.3 se

101



puede observar la colocalizacion de tanto los NPrO (Fig. 5.3a) como las NeO (Fig.

5.3b) con las fibras de Ap42.

A

Figura m es TEM representativs de la intraccic’)n y colocalizacion entre AB42 ya sea con NPrO
(A,A’) o con NeO (B, B’). Las imagenes TEM fueron adquiridas a las 18 hrs de incubacién y corresponden a
las muestras de 8uM de AB42.

Para determinar el efecto de la presencia de las NPO sobre la morfologia
de las fibras de AB42, se realiz6 un analisis del largo de las fibras de Ap42 tanto
en ausencia como en presencia de NPO (Fig. 5.4a-c). Se analizaron
aproximadamente 100 fibras por condicion las cuales se muestran en los

histogramas de distribucion de tamafio del largo de las fibras (Fig. 5.4d-f), en el
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cual no se observo diferencia en el promedio del largo de las fibras entre las
distintas condiciones. Sin embargo, se observa que la forma de los histogramas es
distinto para cada una de las condiciones analizadas, lo cual es mas evidente al
realizar un andlisis de las medianas, que corresponde al valor central de un
conjunto de datos (Fig. 5.5). De esta forma, el andlisis de la mediana para cada
muestra permite determinar el comportamiento y largo de la poblacion de fibras.
En presencia de los NPrO se observa un aumento de la mediana con respecto al
control, lo cual implica que la poblacién de fibras es mucho mas larga lo que se
correlaciona con los resultados obtenidos de las cinéticas de agregacioén, ya que al
aumentar la velocidad de agregacion de AB42 es mas probable encontrar fibras de
mayor longitud. Por otro lado, en presencia de NeO la mediana obtenida del
histograma es menor con respecto a la del control sin NPO. Esto quiere decir que
la poblacién de fibras esta desplazada hacia un tamafio menor, lo cual también se
correlaciona con lo obtenido en las cinéticas de agregacion en presencia de NeO
donde la fragmentacién de las fibras ya formadas puede contribuir al aumento de
la poblacién de fibras més cortas. Cabe destacar, que aun cuando ambas NPO
presentan cinéticas a concentracion de 8uM de AB42 similares (Fig. 4.5), las
medianas obtenidas del andlisis estadistico son diferentes lo que refuerza que
ambas NPO participan por mecanismos distintos en el proceso de agregaciéon de

AB42.
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Figura 5.4 Imagenes TEM en ausencia y presencia de NPO respresentativas para cada condicién.
Histogramas de distribucién del largo de las fibras utlizando la muestra a 8uM de AB42 después de 18 hrs de
incubacién en ausencia de NPO (A y B), en presencia de NPrO (C y D) y en presencia de NeO (E y F). Las
imagenes TEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un analisis de 100 fibras
por condicion.
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Figura 5.5 Andlisis estadistico mediante un diagrama de caja y bigotes para el largo de las fibras de AB42 en
ausencia de NPO (negro), en presencia de NPrO (rojo) y en presencia de NeO (verde). La cruz representa la
media de los valores y la linea del medio de cada caja corresponde a la mediana de cada poblacién de fibras.

Adicionalmente, para corroborar la interaccién y colocalizacion entre las
NPO con las fibras de AB42 vistas por TEM y eliminar la posibilidad de que sea un
artefacto de la metodologia, se realizO el experimento nuevamente pero
adicionando las NPO a una suspension de fibras AB42 ya crecidas después de 18
hrs. Esta mezcla se dejo durante 30 minutos a temperatura ambiente, se recupero
una alicuota de 10 pL y se analiz6 mediante STEM, donde nuevamente se
observa la colocalizacion de ya sea los NPrO (Fig. 5.6a) o NeO (Fig. 5.6b) con las

fibras de Ap42.
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Flgura 5.6 Imagen STEM representatlvas de NPrO (A) o NeO (B) incubadas con fibras de AB42 posterior a su
proceso de formacion.

5.3 Evaluacién de lainteraccién de NPO con fibras de AB42

La interaccién observada por cada NPO con AB42 también se evalu6 desde
el punto de vista de la formacién de la corona de proteinas de AB42, la cual
corresponde a la capacidad que tienen las NPO de adsorber proteinas/péptidos
sobre su superficie. Para llevar a cabo esto, una vez terminado el ensayo cinético
se recuperd parte de la muestra y mediante centrifugacion se separaron las NPO
de las fibras de AB42 y se analizaron mediante espectrofotometria Vis-IR,
potencial { y DLS (Tabla 5.1). Nuevamente, estos analisis se realizaron sobre las
muestra de 8uM de AB42 a tiempo final de la cinética de agregacion, es decir,
luego de 18 hrs de coincubacién. Por espectrofotometria se observa un
desplazamiento batocrémico del plasmoén de 2 y 3 nm para las NeO y para el
plasmén en el infrarrojo cercano de los NPrO, respectivamente. Este

desplazamiento es caracteristico cuando hay formacién de la corona de proteinas
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que rodea las NPO2 103 Con respecto al valor del potencial  este también se vio
modificado hacia valores menos negativos comparados a las muestras de NPO sin
incubacion con el péptido AB42. Esta modificacion también permite determinar la
presencia de pequefios agregados de AB42 adsorbidos sobre la superficie del
PEG para ambas NPO. Sin embargo, al analizar las muestras mediante DLS aun
cuando se observa una tendencia a aumentar su diametro hidrodindmico para
ambas NPO, estos cambios no fueron estadisticamente significativos lo cual se
puede deber a la sensibilidad de la técnica y a que los agregados adsorbidos
sobre la superficie de ambas NPO son muy pequefios. Por lo tanto, tomando en
conjunto los resultados de estas tres metodologias se puede sugerir que el péptido

AB42 efectivamente interacciona con las NPO.

Tabla 5.1 Comparacion fisicoquimica de NPrO y NeO recuperadas a tiempo final de la cinética de agregacién
en ausencia y presencia de Ap42 (n=3, muestras independientes).

NPro NProO : Ap42 NeO NeO : AB42
Plasmaén (nm) 916 919 531 533
DLS (nm) 83.3+1.1 89.5+3.8 75.2+1.9 79.2+0.6
Potencial  (mV) -43.3+1.6 -29.5+0.3 -48.3+1.2 -29.8+0.9

5.4 Analisis Raman de la interacciéon de AB42 sobre cada NPO

A continuacion, se evalu6 como la curvatura de cada NPO afecta la

interaccién y comportamiento del péptido AB42 sobre la superficie de cada NPO y
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asi determinar la naturaleza de la interaccion entre estas. Este analisis se realiz6
mediante espectroscopia Raman, la cual permite analizar la proximidad de los
aminoacidos que componen las fibras de AB42 sobre la superficie de NPrO y de
NeO, y por tanto dan cuenta del comportamiento de AB42 en presencia de cada
NPO. Primero, se registro el espectro Raman de las fibras de AB42 en ausencia
de NPO (Fig. 5.7 linea negra) para obtener el patron de sefiales de la situacion
control. De este espectro se seleccionaron las seflales Raman de tres
aminoécidos que fueron los que mostraron una sefial mas definida y que permiten
un mejor seguimiento de lo que ocurre con el péptido AB42 sobre la superficie de
ambas NPO: Tirosina (Tyr, Y), Fenilalanina (Phe, F) y Metionina (Met, M) como se
puede observar en la siguiente secuencia para Ap42
“‘DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA”. Ademéas estos
tres aminoacidos estan localizados en diferentes porciones de la estructura del
péptido AB42 en su estado agregado el cual es de una hoja 3 con un loop en la
mitad de la secuencia. Tyr esta localizado en el primer segmento del N-terminal de
AB42 mientras que las Phe’s estan localizadas al final de este, justo antes de
comenzar el loop. Por otro lado, Met esté localizado en la mitad del segmento C-
terminal, el cual es parte de una regién apolar y que por ende no esta expuesto al
solvente. De esta forma, el seguimiento de las sefiales de estos tres aminoacidos
permite determinar proximidad de estas tres regiones de AB42 con la superficie de

cada NPO. En la tabla 5.2 se resumen las sefiales de Raman y sus asignaciones.
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Tabla 5.2 Asignaciones especificas de las sefiales Raman para las muestras de fibras de AB en ausencia o
presencia de NPO.

Raman Raman Raman Asignacion
AB fibras AB fibras : NPro AB fibras : NeO

532 530 532 THT

- 631 633 PEG
699 700 701 M
830 - - MWMI(G)
867 850 853 (Y)
1002 1004 1008 (3
1174 1167 1182 (Y)
1405 1401 1409 (Y)
1598 - - (F)

- 1611 - Amide |

Las sefilales Raman de ThT y PEG, muestran la misma relacién de
intensidades relativas entre ambas en cada uno de los tres espectros de la figura,
lo que indica que son especies que no sufren cambios geométricos como
consecuencia de alguna interacciéon quimica con respecto a AB en presencia o
ausencia de NPO. Sobre la sonda de fluorescencia ThT, es posible indicar que no
influye sobre la estructura de AR dado que la banda vibracional a 530 cm?,
inherente de ThT, no sufre grandes modificaciones en términos de corrimiento,
considerando que esta sefial est4 asignada a una deformacion CSC del fragmento
tiazol. Por otro lado, la sefial mas intensa del PEG unido a una superficie de las
NPO, es observada en torno a los 640 cm™, sefial asignada al modo estiramiento

C-S. La relacion de intensidad de ThT y PEG con respecto a los tres aminoacidos
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ya antes mencionados sera utilizada como guia para determinar la proximidad de
estos a la superficie metalica. Con respecto a AB, del espectro Raman se observa
que Tyr muestra la tendencia a acercarse a la superficie metalica de las NeO més
que a la de los NPrO, dado que sus sefiales son mas intensas en el sistema
conformado por NeO. La sefial ubicada a los 1182 cm™ asociada a la deformacion
en el plano de los -CH aromaticos da indicios de lo que ocurre en esta fraccion.
Con respecto a las dos Phe’s unidas entre si, se observa que esta region esta
distanciada de la superficie de ambas NPO aunque ligeramente mas cerca de las
NeO que de los NPrO. Este andlisis deriva luego de observar que decrece la
intensidad relativa de la sefial principal de Phe ubicada a 1002 cm™. Las reglas de
seleccion SERS (del inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy) permiten
inferir sobre este facto. Finalmente, la intensidad relativa de la sefial asociada al
aminoacido Met, con respecto a las sefiales de PEG y THT, indica que aun
cuando la proximidad de este aminoacido esta alejada de la superficie de ambas
NPO existe una mayor cercania con los NPrO mas que con las NeO. Ademas, se
observa que Met no sufre cambios estructurales al analizar el corrimiento nulo de

esta sefial que en los tres casos se posiciona en entorno a los 700 cm™.
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Figura 5.7 Espectro Raman representativo de fibras de AB en ausencia o presencia de NPO. Espectro de
fibras de AR usadas como control en ausencia de NPO (linea negra), en presencia de NPrO (linea azul) y en
presencia de NeO (linea roja).

Adicionalmente, una evidencia interesante respecto de la presencia de los
agregados con estructura hoja B, es aquella observada a partir de su senal
caracteristica entorno a los 1620 cm, asignada a la deformaciéon compuesta
mayoritariamente por un estiramiento C=0 acoplada a una menor componente del
estiramiento fuera de fase del enlace C-N. La sefial indicada es visible con una
mayor intensidad relativa en el espectro de Raman de las fibras de AB cuando
estan en presencia de los NPrO. No ocurre lo mismo cuando estan en presencia
de las NeO, dado que no se observa sefial alguna en torno a los 1620 cm™. Estos
resultados sugieren que hay una mayor cercania de las estructuras de hoja f3
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sobre la superficie de los NPrO con respecto a las NeO, y que por ende poseen

una estructura mucho mas compacta sobre estos.

Finalmente, se evaluaron los espectros de los controles correspondientes a
perfiles Raman de NeO y NPrO en ausencia y en presencia de THT. La
preparacion de estas NPO considera inicialmente su suspension en buffer fosfato
y funcionalizacion con PEG (Fig. 5.8), donde las sefiales de ambos no son
visibles. Por otro lado, las sefiales de ThT sobre NPrO y NeO son visibles en cada
caso a 530 y 850 cm? las que estan asignadas a modos de deformacion del
fragmento tiazol y deformacion en el plano de -N(CHs)2, respectivamente. Basado
en las reglas de seleccidon SERS, la asignacion propuesta para estas sefiales e
intensidad de ambas, se establece una orientacién distinta en cada superficie.
Este es el motivo por el que se visualizan dos espectros SERS en presencia de

ThT diferentes.

0.4 nM NeO/ThT
A\

M.____,,b\_-\p -

0.4 nM NeO

0.4 nM NPrO/ThT

Intensidad Raman (UA)

~,
v \,-WM,M\MW*MLM
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400 600 800 1000 1200 1400 1600

Raman shift (cm)

Figura 5.8 Espectro Raman representativo de NPO funcionalizadas con PEG, solubilizadas en el buffer
fosfato de las cinéticas de agregacion en presencia o ausencia de ThT. 0,4 nM de NeO en presencia de ThT
(linea roja) o en ausencia (linea negra), 0,4 nM de NPrO en presencia de ThT (linea cyan) o en ausencia
(linea azul).
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Capitulo 6: Discusion de resultados, conclusiones y proyecciones
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6.1 Discusién de Resultados

6.1.1 Sintesis y caracterizacién de NPO

En la presente tesis de doctorado, el objetivo principal fue determinar como
la forma de las NPO puede alterar las cinéticas de agregacion del péptido Ap42,
por lo cual se planteo la obtencion de dos NPO con caracteristicas fisicoquimicas
similares y que solamente variaran en la forma que poseen estas: una forma plana
exhibida por nanoprismas de oro (NPrO) y otra forma curva correspondiente a las

nanoesferas de oro (NeO).

Ya que los NPrO poseen una forma anisotropica, su sintesis es mucho mas
compleja y por lo cual aun cuando ésta estaba descrita en literatura'®4, se tuvo que
caracterizar completamente esta sintesis debido a la falta de reproducibilidad de
los datos obtenidos desde la literatura. La sintesis de NPrO es un procedimiento
relativamente sencillo que consta de una solucion de oro a la cual se le adiciona
un primer volumen de tiosulfato de sodio el cual permite la generacién de semillas
y que bloqueara las caras {1,1,1} permitiendo dar la forma de prisma a la NPO?%?
93, Luego un segundo volumen de tiosulfato de sodio es usado para dar término a
la reaccion. Sin embargo, ademas de no lograr la reproducibilidad reportada en la
literatura se observé que esta sintesis es muy sensible a pequefias variaciones en
concentraciones de los reactantes o a la temperatura de reaccion. Es asi como se
determind que la relacion de reactantes (solucidon aurica/tiosulfato de sodio) es un
paso fundamental en esta sintesis. Mientras mas atomos de oro estén presentes
en la solucion mas grandes seran los prismas a una concentracion constante de

tiosulfato. Por otro lado, al variar la concentracion de tiosulfato de sodio se obtuvo
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gue el tamafo del prisma es inversamente proporcional a la concentracion de
tiosulfato de sodio utilizado. Mientras mas concentrado sea la solucién de
tiosulfato de sodio el tamafio del prisma sera mas pequefio y mientras mas diluida
el tamafio del prisma serd mas grande. Este paso es clave ya que pequefias
variaciones en la concentracion de este agente reductor provocan variaciones muy
grandes en el tamafio del prisma. De esta forma, se obtuvo la razén de volimenes
para los reactantes de 1,0:1,2;0,2 que corresponden a solucion de oro, primer

volumen de tiosulfato y segundo volumen de tiosulfato, respectivamente.

Otro de los inconvenientes que presentd esta sintesis es la presencia de
nanoesferas de oro (NeO) de pequefio tamafio, 20 nm aprox., como subproducto
de la sintesis de NPrO. En literatura esta descrito que se puede controlar el
tamario de las NPO mediante la modificaciéon de la temperatura de reaccién'®, Al
analizar este parametro se determiné que al disminuir la temperatura de reaccion,
la formacion de NPrO es mucho mas lenta y los NPrO finales son de gran tamario,
mientras que al aumentar la temperatura del ensayo se observa que la velocidad
de sintesis aumenta y el tamafio de los prismas se hace cada vez menor. Este
resultado se pueden deber a que en el proceso de formacién de los NPrO, primero
se tienen que formar semillas o nlcleos de oro Au® sobre los cuales se va
depositando méas oro Au3* el cual se reduce mediante el tiosulfato presente en la
solucién®l. Al aumentar la temperatura de reaccidon se aumenta la velocidad de
reaccion del tiosulfato y por ende hay mayor formacion de nucleos o semillas
donde se puede depositar el oro reducido. Sin embargo, al haber tantos sitios

donde nuclear no se logra en todos llevar a cabo con éxito la generacion de la
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forma del prisma y muchos quedan con una forma mas bien esférica, lo cual se
traduce en un aumento de la poblacion de NeO como subproducto, y que los
prismas sean de menor tamafio. Por el contrario, al disminuir la temperatura de
reaccion, se disminuye la velocidad de reaccién y por lo tanto se generan menos
ndacleos o semillas®. Esto permite que al reducir el oro en solucién éste se
deposite en los pocos nucleos disponibles y por ende se generan prismas de
mayor tamafio y ademas menos esferas. De esta forma, se escogio la temperatura
de 20°C para realizar las sintesis de NPrO ya que permite generar prismas de un

adecuado tamafio para futuras aplicaciones biomédicas.

La caracterizacion final de los NPrO se realizd mediante TEM, SEM,
espectroscopia Visible-IR, potencial { y DLS, siendo esta ultima la mas llamativa
por la presencia de dos picos en las mediciones. El primero a 58 + 3 nm se
atribuye al largo de los NPrO y es un valor levemente mayor al obtenido por TEM
ya gue mediante DLS se mide el didmetro hidrodinamico, el cual incluye los
contraiones que estan rodeando al prisma. Sin embargo, la presencia de un
segundo pico a 4 £ 1 nm es controversial. En literatura, este pico se ha descrito
para otras NPO anisotropicas y se ha asociado con la difusion rotacional de
estas'®, pero también mediante analisis matematicos se ha determinado que
podria ser un artefacto de la técnica asociado a la medicion de nanoparticulas de
un didametro superior a 40 nm?¢, Debido a esto, sélo se utilizara el primer pico para

hacer un seguimiento de las muestras.

A continuacion, se procedié al enriguecimiento de la muestra en NPrO%° °1,

ya que la sintesis genera como subproducto pequefias NeO, mediante
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centrifugacion diferencial logrando un aumenté la poblacion de NPrO desde un
30% a un 79%, con un potencial ¢ relativamente constante, de -40 a -37 mV,
indicando que la carga negativa en esta muestra es aportada por el grupo
carboxilico que se encuentra en el extremo del PEG (se encuentra desprotonado
al pH 5,5 al que se obtuvieron las mediciones). Mediante DLS, el primer pico se
desplaz6 hacia un mayor valor (de 58 a 69 nm), lo que indica que las moléculas de
PEG se encuentran unidas a la superficie de los NPrO. El PEG utilizado tiene un
peso estimado de 5000 g/mol y se ha descrito que NPO con este tipo de
modificacion aumentan en promedio 11 nm, medido por HRTEM!%’, Sin embargo,
al calcular el tamafio tedrico de un prisma rodeado de PEG este es mayor que el
obtenido por DLS: 82 nm (60 nm +11x2nm, por cada extremo del prisma)
comparado con 69 nm, respectivamente. Esto sugiere que aun cuando la
superficie de los NPrO esta funcionalizada con moléculas de PEG, estas estarian
acostadas sobre la superficie y por ende quedarian espacios donde aun
funcionalizar. Esto es coherente con el hecho de que al funcionalizar la muestra
inicial, parte del PEG se unié a la superficie de las pequefias NeO y por ende no

estaria completamente disponible para los NPrO.

Debido a esto se procedié a funcionalizar por segunda vez los prismas con
PEG. Mediante potencial { y DLS se obtuvieron los cambios mas relevante. La
carga superficial se desplazé hacia valores mas negativos, de -37 a -51 mV, lo
cual sugiere gque hay una mayor presencia de grupos carboxilicos y, por ende, de
moléculas de PEG sobre la superficie del prisma. Por DLS se obtuvo un aumento

del didmetro hidrodinAmico de 69 a 77 nm. Para correlacionar este dato con los
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valores obtenidos por TEM, se determiné el ancho del PEG mediante SEM, el cual
fue de 11 £ 1 nm. Al calcular el tamafo promedio del NPrO este fue de 85 nm (63
nm + 11x2 nm), un valor que es bastante cercano al obtenido por DLS. De las
imagenes TEM también se calculé el area superficial de los NPrO desnudos y

considerando el PEG, el que fue de 5400 y 13900 nm?, respectivamente.

Con respecto a las NeO funcionalizadas, también se caracterizaron
mediante espectrofotometria Visible-IR, TEM, SEM, potencial { y DLS, siendo
estos dos ultimos los que mostraron cambios mas relevantes. La carga superficial
disminuy6 de -39 a -55 mV dando cuenta de una mayor presencia de carga
negativa aportada por el PEG. Por otro lado, el diametro hidrodinAmico se
incrementd siendo similar al obtenido de forma tedrica de las imagenes TEM y
SEM: 65 nm (43 nm + 11x2 nm) comparado con los 75 nm obtenidos mediante
DLS. El area superficial de las NeO desnudas y funcionalizadas con PEG fue 5800

y 13300 nm?, respectivamente, valores muy similares a los obtenidos con NPrO.

En resumen, se lograron sintetizar dos NPO de distinta forma, NPrO planos
y NeO curvas, pero con el resto de sus propiedades fisicoquimicas similares:

carga superficial, diametro hidrodinamico, y area superficial.

6.1.2 Efecto de la curvatura de NPO sobre las cinéticas de AB42

Con respecto a las cinéticas de agregacion del péptido AB42, lo primero que
se descartdo fue que la concentracion de ThT (empleada para monitorear el

proceso de formacion de agregados amiloides) alterard las cinéticas de
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agregacion. El rango de concentraciones de ThT (0,25 a 20 uM) analizado en este
estudio no mostr6 una modificacion de las cinéticas, lo que se condice con
estudios previos que describen que hasta 50 uM de ThT no se alteran las cinéticas
de AB42°. A continuacién, se analiz6 un amplio rango de concentraciones de
AB42 (2 a 25 uM) ya que esta descrito en literatura que a altas concentraciones
del mondmero inicial se produce una saturacion del sistema, es decir, aun cuando
se incrementa la concentracibn del mondmero inicial se obtiene la misma
velocidad de agregacion®®. Ya que para los estudios cinéticos se necesita observar
sélo el efecto de las NPO y descartar cualquier otra influencia que afecte las
cinéticas, es que se utilizoé el rango de 2 a 8 uM de AB42, ya que sobre 8 uM se
observo la saturacion del sistema. Junto con esto, debido a que la concentracion
de 8 yM AB42 fue la mas alta usada es que utilizé la concentracién de 10 uM ThT

como adecuada para monitorear las cinéticas de agregacion.

Para determinar el efecto de la forma de NPO sobre el mecanismo de
agregacion de AB42, y cuales serian las etapas microscopicas que se verian
alteradas (Fig. 1.8), se analizé globalmente las cinéticas a distintas
concentraciones del péptido AB42 mediante el software AmyloFit’®. Este aspecto
es importante debido a que los procesos microscopicos se han correlacionado con
la acumulacion de oligémeros toxicos de AB42%, siendo la nucleacidén secundaria
uno de los pasos claves que produce estos oligobmeros® °1, En una primera
etapa, se evaluod la situacidon control, es decir, las cinéticas de AB42 en ausencia
de NPO. Del ajuste global, el mejor modelo matematico que se ajustd a las

cinéticas fue el de nucleacion secundaria multipasos, como esta reportado en
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literatura, y corroborado mediante el “y value” que fue de -0,933. Este valor
mientras mas cercano a -1, indica que estamos en presencia de un mecanismo de
nucleacion secundaria®-1°l. Por lo tanto, las cinéticas en ausencia de NPO se

correlacionan con lo reportado en la literatura para Ap42.

A continuacion, en presencia de NPrO no se alter6 el mecanismo de
agregacion de Ap42. Sin embargo, la presencia de los NPrO si aceleré las
cinéticas de agregacion y modificdé solamente la constante combinada k+kz,
mostrando un efecto dosis dependiente al variar la concentracion de NPrO. Ya que
la constante combinada k+kn se mantuvo sin alteracion con respecto a las distintas
concentraciones de NPrO utilizadas, y a que ambas constantes combinadas
comparten la constante k+, es que se puede conjeturar que el efecto de los NPrO
es principalmente sobre la constante de la nucleacion secundaria (k2). Este efecto
es similar al observado con la droga trodusquemina®, la cual incrementa la
constante de nucleacion secundaria disminuyendo la generacion de especies
oligoméricas debido al aumento de la polimerizacién hacia fibras. Estos resultados
se pueden explicar tanto por la forma plana de los NPrO como por la
funcionalizacion de éstos. PEG es una molécula anfipatica que posee una cola
hidrofébica y un extremo con carga negativa aportado por el grupo carboxilico, lo
cual esta descrito que la carga negativa mediante interacciones electrostaticas
puede inducir el proceso de agregacion de AR421%9-115 Por otro lado, el proceso de
agregacion involucra una interaccion entre monémeros donde la forma plana de
los NPrO permitiria acomodar los monémeros de AB42 promoviendo la formacion

de interacciones laterales péptido-péptido®:. Este efecto ha sido descrito con otras
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proteinas tales como fibrin6geno®, donde superficies planas inducen la
agregacion de fibrinogeno mas que superficies con algun grado de curvatura. Asi,
la forma plana de los NPrO podria actuar como una plataforma incrementando la
concentracion local de AB42, mediante interacciones electrostatica con la carga
negativa del PEG, y promoviendo las interacciones entre mondmeros acelerando

el proceso de agregacion mediante la nucleacion secundaria.

Por otro lado, en presencia de NeO el modelo matematico que mejor se
ajustd6 a estas cinéticas fue el de nucleacion secundaria/fragmentacion,
modificando el mecanismo molecular de agregacién de AB42. Ademas, las NeO
desaceleraron el proceso de agregacion disminuyendo solamente la constante
combinada k+k2, mientras que las constantes combinadas k+kn y k+k- no se
modificaron a las distintas concentraciones de NeO analizadas. Este efecto es
similar al de la chaperona brichos'%, la cual especificamente suprime la etapa de
nucleacion secundaria, disminuyendo la formacion de oligdbmeros. Sin embargo,
debido a que no se observé un efecto dependiente de la concentracion de NeO
sobre las constantes combinadas, es que no se puede hacer un desglose sobre
cual constante seria la mas afectada por la presencia de las NeO. Para explicar el
efecto de las NeO se propone que la curvatura puede impedir o molestar el
correcto posicionamiento de los monémeros de ABR42 sobre la superficie de las
NeO previniendo o disminuyendo las interacciones laterales péptido-péptido,
haciendo mas dificil que los mondémeros interaccionen entre si®% ¢’ 116 Este
fendbmeno ha sido descrito en otros estudios con nanoparticulas de un tamafio y

carga negativa superficial similar a las NeO de esta tesis, donde proteinas son
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espacialmente interrumpidas y por lo tanto los contactos entre proteinas vecinas
se ven disminuidos® ¢/, lo que se observa como un efecto inhibitorio sobre las
cinéticas. Ademas, ya que las NeO modificaron el mecanismo de agregacion
implica que tanto la etapa de nucleacion secundaria como la etapa de
fragmentacion poseen una contribucion en la formacion de nuevos agregados. Se
ha descrito que al enlentecer las cinéticas y por ende disminuir la constante de
nucleacion secundaria, la constante asociada a la fragmentacion se hace visible
cinéticamentell’. Este fendmeno también ha sido descrito con la proteina Prién o
el péptido AB40, donde la desaceleracién del proceso de agregacion permite
observar la fragmentacion de las fibras®” 8. De esta forma, estos estudios
respaldan la hipotesis que la curvatura de las NeO puede inhibir las cinéticas de

agregacion de Ap42.

6.1.3 Morfologia de las fibras de AB42 en presencia de NPO

Debido a los resultados obtenidos de los ajustes matematicos, se procedio
a analizar si el efecto observado en las cinéticas también modificaba la estructura
de las fibras. Para este analisis se evalud las fibras de AB42 a tiempo final de las
cinéticas mediante dicroismo circular. Tanto en ausencia como en presencia de
las NPO se observa la sefial caracteristica para una estructura hoja 3, lo cual da
cuenta del proceso de agregacion del péptido AB42. Sin embargo, no se observa
en ninguno de las muestras un cambio en la forma de los espectros y al analizar el
contenido de estructura secundaria mediante el software BeStSel tampoco se

observa una modificacién tanto en ausencia como en presencia de NPO. Esto
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sugiere que el efecto de ambas NPO es cinético y no estructural sobre el proceso

de agregacion de AB42.

A continuacion, se analizé la morfologia de las fibras de AB42 mediante
TEM para corroborar los resultados obtenidos de las cinéticas. De este analisis se
obtuvo que el largo promedio de las fibras es similar tanto en ausencia como en
presencia de NPrO o NeO. Este resultado se condice con que en presencia de los
NPrO hay una aceleracion del proceso de agregacion por lo cual se pueden
encontrar fiboras mas largas pero también mas nucleos de agregacion o fibras
cortas. Por otro lado, en presencia de NeO al haber una mayor contribucién de la
etapa de fragmentacion se espera la presencia de fibras largas y fibras de
pequefio tamafio. Debido a esto, es que se procedié a analizar las medianas como
una medida del comportamiento de la poblacion del largo de fibras. En este
sentido, si se observa un aumento del largo de la poblacion en presencia de NPrO
mientras éste disminuye en presencia de NeO con respecto al control. Estos
resultados se condicen con lo reportado en literatura donde la aceleracion del
proceso de agregacion de AB42 promueve la presencia de fibras mas largas®’,
como con los NPrO, mientras la desaceleracion del proceso de agregacion

promueve la presencia de fibras mas cortas, como se obtuvo con las NeO®’: 6,

6.1.4 Determinacion de la interaccion de NPO con AB42

En primera instancia, se observo de las imagenes TEM que tanto NPrO

como NeO colocalizan con las fibras de AB425%% 198, Para corroborar este resultado
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se realizd un ensayo cinético aparte del cual se recuperaron las fibras de AB42 y
se incubaron con ya sea NPrO o NeO durante 30 minutos. Estas muestras fueron
analizadas por TEM donde nuevamente fue posible observar que las fibras de
AB42 se encuentran decoradas con NPrO o NeO, lo cual permite aseverar que

bajo estas condiciones ambas NPO interaccionan con las fibras de AB42.

Habiendo realizado los analisis desde el punto de vista de AB42, a
continuacion se caracterizé fisicoquimicamente tanto NPrO como NeO
recuperadas de las cinéticas de agregacion de ApP42. Este estudio se realizd para
confirmar la presencia de la llamada “corona de proteinas” y por ende corroborar
la interacciéon de AB42 con NPrO y NeO. Para ambas NPO se observd un
desplazamiento del plasmén hacia el rojo con respecto al control, lo cual esta
descrito en literatura que corresponde a la formacion de la corona de proteinas
gue rodean las NPO cuando aumenta entre 2 a 3 nm% 13, Este desplazamiento
hacia el rojo ocurre cuando la NPO aumenta de tamafio, lo cual sugeriria la
presencia de pequenos agregados de AB42 sobre la superficie de ambas NPO.
Ademas, el potencial ¢ de ambas NPO aument6 hacia un valor menos negativo lo
cual permite inferir que AB42 se encuentra adsorbido en la superficie de ambas
NPO. Este cambio en la carga superficial viene dado ya que AB42 posee punto
isoeléctrico cercano al pH de analisis de la muestra (entre 5 a 5,5) y de esta forma
contribuye a restar la carga negativa de la superficie de las NPO. No obstante, al
analizar las muestras por DLS se observa una ligera tendencia a aumentar el
diametro hidrodindmico de ambas NPO, la cual no fue estadisticamente

significativa. Esto se puede deber a la sensibilidad del equipo y por ende los
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agregados de AB42 adsorbidos en la superficie de ambas NPO podrian ser muy
pequefios para ser detectados por éste. Otra posible explicacién es que se forme
la denominada “soft corona™18 119 |a cual implica la formacion de interacciones
mas débiles entre el péptido AB42 y la superficie de ambas NPO, y por ende es
mas facil que se desprendan los agregados de AB42 con la manipulacion de la
muestra. Por lo tanto, tomando estos resultados en conjunto se puede sustentar el
hecho de que efectivamente AB42 interacciona con la superficie de NPrO y de
NeO. Ademas, esta informacion se condice con estudios previos que han
mostrado que las moléculas de PEG no son moléculas completamente inertesi®?,
y que al poseer una carga negativa en su extremo (debido a la presencia de un
grupo carboxilico) pueden promover la adsorcion de ABR42 sobre la superficie de

nanoparticulas mediante una interaccion electrostatica.

6.1.5 Efecto de la curvatura de NPO en la interaccion con AB42

A continuacién, se analizé el comportamiento de AB42 sobre la superficie
de ambas NPO con el fin de obtener indicios acerca de las interacciones locales
entre estas mediante espectroscopia Raman’® 8. 8  Para este andlisis, se
utilizaron las sefiales de tres aminodcidos: Tyrl0, Phel9,20 y Met35, los cuales
estan localizados en diferentes regiones de la estructura del péptido AB42 en su
estado agregado. Tyr y Phe representan el extremo N-terminal de AB42 en el
estado agregado (Tyr se encuentra en la parte inicial mientras que las Phe estan
en la parte final del extremo N-terminal (justo antes del loop) mientras que Met

esta localizada en la porcién media del extremo C-terminalt? 120 121 Por |o tanto,
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las sefiales de estos tres residuos permiten determinar modos de interaccion
diferencial considerando la proximidad de estas regiones entre el péptido ABR42
con la superficie de curva de las NeO o plana de los NPrO. De forma interesante,
nuestro estudio mostré una intensidad diferente para cada uno de estos residuos
con la presencia de cada NPO. Este resultado sugiere que la interaccion entre
estas regiones con la superficie de cada NPO es diferente y depende de la forma
que posee la NPO, ya que es la Unica caracteristica en que difieren éstas. En la
presencia de NPrO, Tyr y Met muestran un aumento de intensidad de su sefial lo
que da cuenta de una mayor proximidad con la superficie de los NPrO mientras
que la intensidad de sefial para Phe es menor y por lo tanto esta se encuentra
mas alejada de la superficie del NPrO (Fig. 6.1a). La localizacién espacial de este
altimo amino&cido es muy importante ya que la Phe participa directamente en el
proceso de agregacion permitiendo el alargamiento de las fibras mediante
interacciones de tipo “r stacking” con otros mondmeros'??124. Asi, la superficie
plana de los NPrO puede estar actuando de un modo dual: por un lado
incrementado la concentracion local de AB42 a través de interacciones con Tyr y
Met, como si fuesen puntos de anclaje, y por otro lado promoviendo las
interacciones mondémero-mondémero gracias a la Phe libre y de esta forma,
aumentando el proceso de agregacion a lo largo de la superficie plana del NPrO.
Adicionalmente, de los espectros Raman se observa un aumento de la intensidad
de la sefnal que corresponde a estructuras (3, lo cual puede indicar la presencia de
un alto contenido de estructura secundaria [ sobre la superficie del NPrO. Estos
resultados proveen mayor evidencia para sustentar la hipotesis de que la forma

plana del NPrO actia como una especie de plataforma sobre la cual los
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monémeros de APR42 adoptan una posicion que promueve las interacciones
intermoleculares, lo que se traduce finalmente en una aceleracion de las cinéticas

de agregacion.

Con respecto a las NeO, del espectro Raman se observa una alta
proximidad de Tyr sobre la superficie curva de las NeO, mientras que las Phe se
encuentran menos cerca y la Met es el mas alejado de la superficie de las NeO
(Fig. 6.1b). En este caso, los mondmeros de AB42 solo tendrian un aminoacido
como punto de anclaje a la superficie curva de las NeO y ya que la Phe también
estaria mas cerca de la superficie de éstas, podria significar que el extremo N-
terminal de AP42 estaria adsorbido sobre la superficie del PEG. Como se
mencioné antes, Phe genera contactos importantes entre mondmeros que
promueven la agregacion, por lo cual al encontrarse ligeramente adsorbido en el
PEG el proceso de agregacion se veria entorpecido o desacelerado. Esto se
puede explicar debido a que la curvatura de las NeO puede provocar que queden
espacios entre las moléculas de PEG, por los cuales se podrian adsorber y ocultar
ciertas zonas del péptido Ap42. Por otro lado, el PEG sobre una superficie plana,
como la de los NPrO, no tiene tanta libertad y por ende se encuentran apilados
entre si sin dejar espacios entre ellos. Esto se ha observado en esferas
funcionalizadas con oligonucledétidos los cuales dejan espacios entre si debido a la
curvatura de las esferas'?®. De esta forma, estos espacios podrian facilitar la
interaccion del residuo Phe con la parte hidrofébica del PEG y por ende del
extremo N-terminal del péptido AB42. Esto se correlaciona con lo observado por

Raman donde el extremo N-terminal (que posee residuos hidrofébicos) posee una
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mayor cercania con la estructura metdalica de las NeO, y en estudios previos de
dinamica molecular en los cuales se determin6 que el PEG tiene una tendencia a
interaccionar con el extremo N-terminal de AB42 debido a sus caracteristicas
anfifilicas'?. Por lo tanto, estos resultados corroboran lo observado en las
cinéticas donde el proceso de agregacion se desacelera por la presencia de las
NeO modificando el mecanismo de agregacion hacia un mecanismo de nucleacion

secundaria/fragmentacion.

Los resultados obtenidos se condicen con lo descrito para el proceso de
agregacion que ocurre sobre superficies con carga negativa, tales como las
membranas biologicas de las neuronas. En este sentido, aun cuando el péptido
AB42 posee un punto isoeléctrico cercano a 5.5%?7, el extremo N-terminal de AB42
presenta una elevada densidad de cargas positivas''4, lo cual predomina y le
confiere la capacidad de interaccionar tanto con cargas negativas como las de
gangliésidos (GM1)1?® y fosfolipidos'?®, asi como también con otro tipo de
moléculas como colesterol** que estan presentes en la membrana neuronal.
Estudios de agregacion de AB42 en presencia de liquido cefalorraquideo o de
membranas fosfolipidicas han demostrado que una de las etapas primordiales que
domina el proceso de agregacion es la nucleacién secundaria'?®® 131, en la cual la
superficie de las fibras ya formadas cataliza la generacién de nuevas especies
intermediarias oligoméricas que son tdxicas. De hecho, estudios realizados en
modelos murinos a los cuales se les inyectd pequefas fibras de Ap mostraron una
aceleracion del proceso de agregacion'®?, soportando que in vivo las fibras

inyectadas actian como una templado o superficie que promueve la agregacion
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mediante la nucleacion secundaria. Estos resultados también fueron observados
en estudios de dindAmica molecular®3, Asi, la nucleacién secundaria es una de las
etapas clave en la generacion de nuevos oligémeros®!, a los cuales se les han
atribuido un sin nimero de efectos toxicos debido a su alta reactividad. Dentro de
estos efectos, se encuentra la capacidad de interactuar con membranas biolégicas
generando poros lo cual conlleva a un desbalance quimiosmético con la
consiguiente muerte neuronal®® 134 135  En este sentido actualmente existen dos
estrategias para disminuir la concentracion de oligdbmeros toxicos en estado
estacionario: utilizar inhibidores para enlentecer la cinética de formacion de
oligbmeros o catalizadores para acelerar el proceso de agregacion y convertir los
oligémeros en fibras'®*. Con respecto al uso de inhibidores, una de las principales
desventajas de esta estrategia es la concentracion del inhibidori®®, ya que para
interaccionar con la mayor cantidad de especies oligoméricas se requiere
mantener altas concentraciones del agente inhibitorio, que es mas complejo de
lograr en sistemas in vivo. Junto con esto, enlentecer este proceso no detiene la
formacién de oligbmeros, solo lo retrasa. Ademas, en este sentido aun cuando las
NeO desaceleran el proceso de agregacion, promueven la fragmentacion de las
fibras lo que puede producir especies de menor tamafio similares a los oligobmeros,
lo cual contribuiria constantemente a generar especies oligoméricas, aumentando
su concentracion y por ende la toxicidad de la muestra. Por otro lado, el uso de
agentes catalizadores como los NPrO aceleran el proceso de agregacion,
especificamente la nucleacion secundaria, y podrian aumentar la tasa de
formacién de oligomeros®. Sin embargo, aun cuando la concentracién de

oligobmeros se puede incrementar, cabe destacar que estos quedan disponibles
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para el proceso de elongacién mediante el cual se convertirian en especies de
mayor peso molecular, fibras por ejemplo, que son mucho mas estables y menos
toxicas que los oligbmeros!3®. De esta forma, el uso de agentes catalizadores en el
proceso de agregacion disminuye la concentracion de los oligdmeros toxicos en el
tiempo y por ende la toxicidad de la muestra. Por lo tanto, los resultados obtenidos
con ambas NPO se correlacionan con lo descrito en literatura, donde el uso de
moléculas que aceleren el proceso de agregacion ha emergido como una
estrategia interesante mediante la cual disminuir la presencia de intermediarios

oligoméricos téxicos83: 87, 136, 137,

En conclusion, en este trabajo se logré describir y determinar el mecanismo
molecular de tanto NPrO como NeO sobre el proceso de agregacién de AB42 y
como, solo modificando la forma de la NPO, estas pueden alterar el
comportamiento de AB42 y su agregacion sobre la superficie de las NPO. Esta
informacion es valiosa debido a que solo modulando la forma de la NPO se puede
inducir un comportamiento de ApP42 completamente diferente y desplazar el
equilibrio del proceso de agregacion hacia la formacion de fibras, disminuyendo la
concentracion de especies intermediarias téxicas con una superficie plana o por
una superficie curva enlenteciendo el proceso de agregacion. Asi, esta
investigacion tendria un alto impacto a la hora de seleccionar la forma de la NPO a
utilizar y en un potencial uso en el futuro disefio de estrategias que permitan el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 6.1 Modelo propuesto para el mecanismo molecular de las NPO sobre el proceso de agregacion de
AB42. Los residuos Tyr, Phe y Met estan localizados en posiciones clave de la conformacion canonica de
AB42 en el estado agregado. A, la superficie plana de los NPrO acelera el procesos de agregacién mediante
el incremento de la concentracion local y promoviendo las interacciones péptido-péptido entre los monémeros
de AB42. B, la superficie curva de las NeO impide la correcta acomodacion o posicionamiento de los
monomeros de AB42 sobre la superficie de las NeO, y de esta forma, desacelera el proceso de agregacion

dificultando la interaccion péptido-péptido.
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6.2 Conclusiones

» Se obtuvieron dos nanosistemas NPrO y NeO, funcionalizados vy
estabilizados con PEG, con propiedades fisicoquimicas similares donde
solamente varia la curvatura que poseen ambas NPO.

» NPrO aceleraron las cinéticas de agregacion de AB42 sin modificar el
mecanismo de agregacion de nucleacion secundaria multipasos. El efecto
estaria dado mayoritariamente sobre la etapa de nucleacion secundaria.

» NeO desaceleraron las cinéticas de agregacion de AP42 y ademas si
modificaron el mecanismo de agregacion de una nucleacion secundaria
multipasos a una nucleacion secundaria/fragmentacion.

» La presencia de NPrO o de NeO afecto al proceso de agregacion de A342
desde el punto de vista cinético y no alterd la estructura secundaria de los
agregados de A42.

» Ambas NPO modificaron el largo de la poblacion de fibras de Ap42. En
presencia de NPrO fueron mas largas que el control mientras que en
presencia de NeO fueron mas cortas.

» Para ambas NPO se observé la interaccion con el péptido AB42, tanto por
la formacién de la corona de proteinas compuesta por pequefios agregados
del péptido AB42, que rodean a ambas NPO, como por la colocalizaciéon
observada entre las fibras de AB42 con cada NPO.

» Se determind que en la interaccion entre AB42 y cada NPO participan
distintos aminoacidos. En el caso de NPrO, se observa que Tyr y Met estan

mas cerca de la superficie plana del prisma. Para el caso de NeO, Tyr y
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Phe estan mas cerca de la superficie, por lo cual el extremo N-terminal

completo de AB42 estaria mas cerca de la superficie curva de la esfera.

De esta forma, los resultados obtenidos en la presente tesis sustentan y validan la
hipotesis propuesta de que la curvatura de las NPO funcionalizadas con PEG

modifican el proceso de agregacion de ApR42.

6.3 Proyecciones

A futuro, se espera poder evaluar el efecto citotéxico de las especies
formadas a tiempo final de las cinéticas de agregacion del péptido AB42 en
presencia de NPrO o de NeO en lineas celulares de neuronas asi como también
en cultivo primario de neuronas hipocampales. Este tipo de estudio permite
determinar si las especies formadas por la presencia de un tipo particular de NPO
seran toxicas o no, por lo cual vendria a validar lo observado en las cinéticas
desde un punto de vista biol6gico asi como también a demostrar las bioseguridad

del uso de una determinada NPO.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se cuentan con otro tipo de formas de
NPO, entre estas nanovarillas y nanoestrellas de oro, las cuales se pretenden
analizar y evaluar su efecto sobre las cinéticas de agregacién del péptido AB42 asi
como también del comportamiento que presente éste sobre la superficie de estas
NPO. El uso de este tipo de nanoestructuras es bastante interesante ya que

ambas combinan superficies planas y curvas, es decir son superficies mixtas, por
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lo cual amplia el espectro del entendimiento de como se comporta AB42 sobre otro

tipo de superficies.

Finalmente, otro tipo de estudios que se proponen a futuro son los
relacionados con microfluidica. Este tipo de metodologia permite el analisis del
comportamiento del proceso de agregacion en un sistema confinado debido a las
dimensiones en las cuales se realizan los ensayos, que son a escala micro. Este
tipo de aproximaciones permitiria emular de forma méas adecuada un sistema
bioldgico y las interacciones que se darian entre las NPO con el péptido AB42 bajo

un confinamiento espacial.
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