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Resumen.

Varias son las patologias producidas por el mal plegamientos y la posterior agregacion de
proteinas, produciendo especies téxicas. En la actualidad no existe un tratamiento efectivo
para combatir este tipo de enfermedades, por lo que en nuestro laboratorio se estd
desarrollando una novedosa estrategia terapéutica que se basa en el uso de nanotecnologia.
Es posible conjugar nanoparticulas de oro (AuNP) a diversos péptidos que poseen afinidad
por estos agregados toxicos y dirigirlos especificamente donde estos se encuentren, asi se
podria realizar una especie de “Cirugia molecular”, basada en la excitacion de estas AuNP
por parte de un Campo magnético oscilante, lo cual produce la liberacién de energfa por
parte de estas nanoparticulas permitiendo la desagregacion de estos complejos proteicos,
convirtiéndolos en especies menos toxicas.

En el caso especifico de la presente memoria de titulo, ésta se enfoca en una etapa inicial
del proyecto, donde se pretende determinar la estabilidad de distintos conjugados AuNP-
péptido marcados fluorescentemente y la capacidad que presentan para unirse
selectivamente a los agregados toxicos de la proteina B-amiloide (AB) involucrada en la
enfermedad de Alzheimer. El uso de estos conjugados marcados fluorescentemente
facilitan los estudios in vive de biodistribucion y paso a través de la barrera hemato
encefilica (BHE), los cuales fueron realizados de forma preliminar en este trabajo.

Por lo tanto, se sintetizaron AuNP de 10 nm de didmetro mediante la reduccion de 4cido
tetraclorodurico (HAuCly) con citrato de sodio dihidratado y se conjugaron al péptido
CLPFFDNH; (Inh), ¢l cual es una modificacion del péptido disruptor de laminas B
LPFFDNH; que posee afinidad por los agregados de AP, También fueron utilizados 2
isomeros de este Inh, para evaluar si esta interaccion es secuencia dependiente, Estos
conjugados fueron marcados con Rodamina B o con Carboxifluoresceina, por lo que se
estudiaron un total de seis conjugados.

La totalidad de los conjugados presentaron especificidad por las fibras AP, lo cual nos da
pie para utilizar estos conjugados en futuros estudios ex vivo e in vivo.

En relacidn a los estudios de biodistribucion y paso a través de la BHE, estos se realizaron a
partir de la inyeccion tanto del conjugado AuNP-Inh, marcado con Rodamina B, en ratas
como del AuNP-CY, marcado con I'® a nivel de la Tirosina, en ratones. En ambos casos
se observo una gran acumulacion de nanoparticulas en el higado y en menor medida en el
cerebro, sin embargo lo suficiente para concluir que estas nanoparticulas son capaces de
cruzar la BHE. Sin lugar a duda se deben seguir realizando estudios de biodistribucion, sin
embargo los resultados obtenidos en este aspecto son muy prometedores para el desarrollo
de este proyecto.




Summary.

Several pathologies produced by the misfolding and later aggregation of proteins,
producing toxic species. Presently an effective treatment does not exist to treat these
diseases. In our laboratory we are developing a novel therapeutic strategy, based on the use
of nanotechnology. Gold nanoparticles {AuNP) coated with peptides with high affinity for
toxic protein deposits that triggers these diseases, and could be targeted specifically to these
aggregates and give rise to a local “molecular surgery”, based on the excitation of these
AuNPs produced by a magnetic oscillating field. When these nanoparticles are excited, they
release enough energy that allows the disaggregation of these protein complexes, turning
them into less toxic species. Thus, this thesis is framed as the first stage and is being pursue
to obtain stable AuNP-Peptide conjugates labeled with a fluorophore able to selectively
attach to the toxic deposits of the amyloid B protein (AP) involved in Alzheimer’s disease.
The use of these conjugates labeled with a fluorophoro, makes the in vivo studies easier for
biodistribution and permeability of the Blood Brain Barrier (BBB).

Therefore, AuNPs of 10 nm of diameter were synthesized by means of the reduction of acid
tetracluoroauric (HAuCly) with citrate of sodium dehydrated. They were conjugated to the
peptide CLPFFDNH2 (Inh), which is a modification of the B-sheet breaker LPFFDNH2
that possesses affinity for the AP aggregates. Also we used 2 isomerics of this Inh. To
evaluate if this interaction is a sequence dependent these conjugates were labeled with
Rodhamine B and Carboxifluoresceine, and six conjugates were studied.

All the conjugates presented affinity for the AP fibrils, which allows us to use these
conjugate in future ex vivo and in vive studies. In relation to the studies of biodistribution
and permeability of the BBB, these were carried out by means of the injection of the
conjugate AuNP-Inh-Rod in rats and by injection of AuNP-CYI125 in mice. In both cases a
great accumulation of nanoparticles in the liver and some in the brain have been observed.
Nevertheless, it is sufficient to conclude that these nanoparticles are capable of crossing the
BBB.
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1. Imtroduccion.

La enfermedad de Alzheimer (EA), la cual afecta a mas de 16 millones de personas en el
mundo (Refolo & Fillit 2004), es la causa mas comtn de demencia en la vejez y esta
marcada por la degeneracién de la estructura limbica y cortical del cerebro, mayormente
en el [6bulo temporal. Para el afio 2050 se espera que el nimero de personas con
Alzheimer se triplique (Herbet y col, 2001), lo cual producirfa un enorme colapso de los
sistemas sociales y de salud a nivel mundial. La EA corresponde a un desorden
neurodegenerativo clinicamente caracterizado por perdida de memoria, problemas del
lenguaje, incapacidad de relacionarse con el entorno, deterioro de funciones ejecutoras y
eventnalmente culmina con la muerte del paciente (Citron, 2003).

La mayoria de los casos de EA son esporadicos, con miiltiples factores de riesgo, como
el envejecimiento, estrés ambiental y la dieta. El resto de los casos que equivaldrian a un
5-10% del total son heredado por lo que reciben el nombre de Enfermedad de Alzheimer
Familiar (EAF).

Las principales caracteristicas neuropatolégicas del Alzheimer son la degeneracion
sindptica y neuronal, la presencia de placas amiloides y de ovillos neurofibrilares
(NFTs). El mayor componente proteico de las placas es el péptido B-amiloide (PPA), el
cual es un péptido de entre 39 y 42 amino écidos, que se encuentra en una proteina de
transmembrana mas larga denominada Proteina Precursora del Amiloide (APP) (Selkoe,

1994). En el caso de los ovillos neurofibrilares, estos est4n compuestos por formas




hiperfosforiladas de la protefna de unién a microtubulos TAU. Se cree que estos dos
agregados proteicos insolubles juegan un rol critico en el proceso neurodegenerativo, sin
embargo el mecanismo molecular por el cual estos agregados causan neurodegeneracion
aun no se ha establecido. Es ampliamente aceptada la idea de que la EA comienza con
varios “defectos™ genéticos que conducirian a la alteracién en la produccién de APP o
su procesamiento proteolitico o en la estabilidad y agregacién del péptido A, esto
fltimo produciria un desequilibrio entre la produccién de Af y su eliminacién. El
péptido AP es liberado tanto al espacio intra como extracelular, acumuldndose
continnamente (Dickson, 2004). Varias esirategias terapéuticas se han propuesto para
reducir las placas amiloides en pacientes con Alzheimer. Evidencias que apoyan esta
“hip6tesis del amiloide” se basan en los estudios que muestran que una disminucion
cronica de AB se traduce en una reduccion en la patologia de la enfermedad y en una
mejora del funcionamiento cognitivo en modelos animales de Alzheimer y
potencialmente en pacientes con EA (Hock, y col, 2003).

Ha sido tema de debate si son las placas amiloides o los ovillos neurofibrilares el factor
que gatilla la patogénesis del Alzheimer. La mayorfa de las pruebas genéticas,
bioquiinicas y neuropatoldgicas, acumuladas en los 1iltimos afios sugieren que las placas
amiloides iniciarfan la cascada de eventos que producirfan finalmente la muerte neuronal
y la demencia del paciente (Selkoe, 1997).

La produccién de AP requiere del corte proteolitico de APP en la region N-y C-
terminal de AP, realizado por la B y y secretasa respectivamente (Selkoe, 2000). De

forma alternativa, la APP puede ser cortada en al mitad del dominio A por una tercera



proteasa llamada a-secretasa formando un producto no amiloidogenico (Simons y
Ehehalt, 2002).

Las evidencias de que las placas amiloides juegan un rol importante en la patogénesis
temprana del Alzheimer provienen principalmente de estudios en individuos afectados
por la EA de forma hereditaria. Andlisis genéticos de varias familias con la forma
autosémica dominante de la enfermedad mostraron mutaciones en el cromosoma 21
(donde se encuentra el gen de APP), y estas mutaciones se encontraban siempre en
regiones cercanas o en la secuencia de A (Hardy y Allsop, 1991). Més ain, pacientes
con Sindrome de Down, los cuales presentan trisonomia del cromosoma 21 por lo que
poseen 3 copias de APP, desarrollan neuropatologias propias del Alzheimer a edades
tempranas (Kang y col, 1987; Goldgaber y col, 1987). Aparte de APP tres otros genes se
han visto relacionados con el Alzheimer: la apolipoproteina E (Apo E, en el cromosoma
19), Presenilina 1 (PS1, cromosoma 14) y presenilina 2 (PS2 en el cromosoma 1). Los
productos de estos genes estan relacionados en el trafico y el procesamiento proteolitico
de la APP (Hardy y Selkoe, 2002). Mutaciones en los genes de presenilina 1 y
presenilina 2 causan Alzheimer del tipo familiar autosémico dominante (Selkoe y
Podlesny, 2002). Estas mutaciones estén relacionadas con el aumento en la formacion
total de placas amiloides (Tabla 1) (Scheuner y col, 1996). Junto a esto, los individuos
que poseen el alelo £4 de la apolipoproteina E (Apo E) tienen un riesgo entre 20 -90%
mayor de contraer Alzheimer (Corder y col, 1993).

Animales transgénicos que expresan altos niveles de APP mutante progresivamente
desarrollan caracteristicas neuropatolégicas del Alzheimer como alteraciones en el

comportamiento, pérdida neuronal, distrofia neuritica, astrogliosis y depositos cerebrales




de amiloides (Duff, 2001; Van Leuven, 2000; Price y col, 1998). Todas estas
observaciones sugieren fuertemente que el AP juega un rol esencial en la patogénesis

del Alzheimer.

TABLA 1. Genes asociados con la EAF y sus efectos en la formacién de AB

Gen Locus | Nimero de | EA (%) | EAF Edad Efectos en

mutaciones (%) de AR
inicio

BAPP 21 11 <0.1 |23 60s TAB

Autosomal

dominante

PS1 14 76+ <2 =50 16-62 | TAB42

Autosomal

dominante

PS2 1 6 <0.1 <1 60+ TAB42

Autosomal

dominante

Alelo &4 |19 - #40% |- 60+ Tdepésitos

ApoE 19 T AB

Factor de

riesgo

NOTA: En esta tabla se encuantra los 4 genes que mayor efecto tienen en la EAF.
Mutaciones en la proteina precursora del amiloide (BAPP), en presenilina-1 (PS1), y
presenilina-2 (PS2) son autosomicas dominantes en EAF y aumentan la produccitn
total de AP. Entre ellas, la mutacién de presenilina es la que esta mas relacionada con el
inicio temprano de la mayorfa de los casos de EA y en la totalidad de los casos de EAF.
Sin embargo los casos de EAF son muy pocos dentro del total de casos de EA. Por otro
lado el alelo =4 de ApoE es considerado un factor de riesgo para la EA. Sin embargo,
individuos que presentan este alelo no necesariamente desarrollan 1a EA.

Se han propuesto varias terapias para combatir la enfermedad de Alzheimer a nivel de
las placas amiloides (Figura 1), pero ninguna a sido totaimente exitosa. Una de estas
tantas terapias es la reduccion de la expresién del gen APP mediante terapia génica,
oligonucleotidos antisense o ingenierfa genética de ribozimas. Estas técnicas bloquean la
formacién del amiloide en una etapa muy temprana pero presentan la desventaja que al

disminuir la expresion de APP podrian producirse varios efectos secundarios indeseables




(Zheng, 1996). Otra estrategia utilizada cominmente es alterar el procesamiento de APP
mediante la inhibicién de las enzimas B y y secretasa lo que probablemente reduciria la
concentracién de AP en el cerebro y disminuirfa la formacién de amiloides (Citron,
2000). La desventaja de este método es que tanto la B como la y secretasa clivan a otras
proteinas que pueden ser esenciales en el funcionamiento celular. Una tercera estrategia
utilizada es la inhibicién del proceso de agregacion de las placas AP. Varias evidencias
indican que el proceso de mal plegamiento de AP es probablemente el primer proceso
patolégico en el Alzheimer (Soto, 1999). A pesar de que se tiene un vasto conocimiento
sobre el mecanismo molecular de la formacién del § amiloide (Soto, 1994; Soto, 1999;
Templow, 1998), tanto la inhibicién de la interaccion proteina — proteina como del
proceso de mal plegamiento de la protefna no es un blanco terapéutico tradicional por lo
que la industria farmacéutica no tiene gran experiencia. Aunque se sabe muy poco
sobre el mecanismo por el cual las placas pueden ser removidas del cerebro, una de las
estrategias que ha presentado uno de los mejores resultados experimentales es la
inmunoterapia contra A, la cual tuvo un gran éxito en modelos animales de Alzheimer
pero que en la fase clinica con pacientes produjo efectos secundarios en el 6% de los
individuos por lo que el estudio se suspendié (Nicoll y col, 2003). Una tltima estrategia
terapéutica a considerar es la prevencién de la neurotoxicidad propia del amiloide. Esta
estrategia presenta la ventaja de poder actuar en estados mas avanzados de la
enfermedad cuando las placas amiloides ya estan formadas por lo que las restantes
estrategias ya no serian ttiles. Sin embargo este tipo de tratamiento presenta una gran

desventaja debido a que el Af puede producir toxicidad por varios mecanismos que

actuarian simultineamente.




Por lo tanto segin lo expuesto recientemente en relacion a los tratamientos contra la
enfermedad de Alzheimer, se hace indispensable la busqueda de un nuevo tratamiento

con una mayor efectividad en comparacion a los anteriormente mencionados.

Gen APP
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Figura 1: Blancos para el tratamiento de la EA. La cantidad de amiloide cerebral

puede ser disminuida influenciando procesos diferentes pero relacionados . El efecto negativo del amiloide
en el cerebro puede ser disminuido por: (A) Reducciéon de la expresion de APP; (B) alterar el
procesamiento de APP (C) inhibicién de la formacion de las fibras amiloides; (D) aceleracién en la
disminucién de fibras amiloides o péptidos amiloides soluble (sAB); o (E) previniendo la neurotoxicidad
producida por el amiloide. Cada uno de estos blancos tiene ventajas y desventajas que tiene que tomarse
en consideracion al momento de disefiar algiin tipo de droga.

Por mas de un siglo la Enfermedad de Alzheimer a sido diagnosticada basiandose en

criterios clinicos y confirmada por criterios patolégicos por medio de la autopsia (Mirra




y col, 1991; Mendez y col, 1992.). Desgraciadamente no hay consenso sobre los
conceptos clinicos que definen la enfermedad, que hace imposible un diagnostico
definitivo en los estados tempranos del Alzheimer. Es por esto que en los ultimos 10
afios han emergido de Ia literatura varios candidatos como potenciales biomarcadores
para el diagnostico del Alzheimer. Estos biomarcadores en estudio van desde
marcadores genéticos, a mediciones de concentracién de péptido Af y/o TAU en el
liquido encéfalo raquideo (CSF), mediciones de péptidos cerebrales en la orina y varios
agentes para realizar técnicas de neurcimagen (Hardy y col, 1995). La gran mayoria de
estos biomarcadores tarde o temprano han sido dejados de lado debido a la falta de
reproducibilidad de los resultados.

La mayoria de los estudios de biomarcadores se han enfocado en la composicion y
concentracion del péptido beta-amiloide y tau en varios tejidos humanos, incluyendo
biopsia de material cerebral, liquido encéfalo raquideo y sangre (Sunderland y col, 2003:
Francis y col, 1985). Especificamente la cuantificacién del péptido B-amiloide; 42, -
amiloide;4, tau total e hiperfosforilada en el liquido encéfalo raquideo a emergido como
el método de diagnéstico de mayor interés en el tltimo tiempo (Hardy y col, 1995;
Andreasen y col, 1999). A modo de ejemplo varios estudios basados en la técnica de
ELISA han mostrado un aumento en el nivel de tau normal e hiperfosforilada y una
disminucién de los niveles de APj.gz en el liquido encéfalo raqufdeo en un estado
temprano de la enfermedad en comparacion a controles (Andreasen y Blennow, 2005).
Sin embargo los métodos de diagndstico utilizando el liquido encéfalo raquideo han sido
poco utilizados debido a la dificultad de realizar una puncién lumbar y a la poca ventaja

que presenta sobre el diagndstico clinico que se realiza actualmente.




Fl desarrollo de una herramienta no invasiva para obtener iméagenes del cerebro humano
ha sido de gran utilidad para entender la fincion del cerebro. Imégenes estructurales del
cerebro como las obtenidas por RMI como también imdgenes funcionales del cerebro
obtenidas mediante SPECT y PET han sido fundamentales para entender el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer en una etapa temprana. La posibilidad de visualizar
mediante técnicas de imaging las placas amiloides permitirfa realizar una deteccién
presintomética ademas de estudiar la progresion de la enfermedad. En los tltimos afios
se han desarrollado compuestos con diversas estructuras quimicas y propiedades que
permiten visualizar las placas amiloides mediante técnicas de imaging. Algunos de estos
compuestos se han probado con relativo éxito en ratones, monos y pacientes con
Alzheimer.

Utilizando anticuerpos contra AP o fragmentos de péptidos marcados radioactivamente
ha sido posible visualizar las placas amiloides mediante la técnica de SPECT, ejemplo

I'”, cuya accién fue estudiada en

de esto es ¢l uso de la proteina AP marcada con
homogenizado de cerebro de ratén doble transgénico con la capacidad de desarrollar
placas amiloides (Maggio y col, 1992). Otro ejemplo es ¢l marcaje con Tc” del
anticuerpo contra el fragmento 1-28 de la proteina AP, el cual fue desarrollado por
Friedland y col; (Friedland y col, 1994), a pesar de presentar buenos resultados in vitro ,
los resultados in vivo no fueron los esperados debido a la baja permeabilidad del
anticuerpo marcado a través de la BHE.

La microscopia de resonancia magnética (MRM) produce imégenes con una resolucion

mucho mayor que la resonancia magnetica convencional. Cuando La MRM fire aplicada

in vitro en tejidos de cerebro de 5 pacientes con Alzheimer y 3 controles, las placas




amiloides fueron observadas en el hipocampo de los 5 pacientes con Alzheimer
(Benveniste y col, 1999). Debido a que esta técnica demora unas 20 horas, es muy dificil
que tenga una aplicacién in vivo en pacientes. Wadghiri y col, marcaron el peptido AP:.
10 con el compuesto magnético derivado del acido acético Gd-DTPA para detectar
mediante pMRI placas amiloides en ratones transgénicos APP/PS i vivo. El problema
de este estudio es que el AP;.4 marcado tuvo que ser inyectado con manitol para facilitar
el paso del péptido a través de la barrera hematoencefélica (Wadghiri y col, 2003).
Varios grupos han utilizado pequefias moléculas con la capacidad de unirse a las placas
y asf de ese modo visualizarlas mediante distintas técnicas de imaging. Algunos de los
compuestos con mayor proyeccion son los derivados del rojo de congo y Tioflavina, los
cuales difieren en la forma en que se unen a las placas y su ingreso al cerebro.

El derivado lipofilico fluorescente del rojo congo X-34, ha demostrado gran capacidad
para unirse a las placas amiloides en tejidos de pacientes con Alzheimer (Link y col,
2001), y puede ser detectado mediante la técnica de SPECT, sin embargo la penetracion
de este compuesto a través de la barrera hematoencefélica es diez veces menor
comparado a los derivados de tioflavina. Otro derivado del rojo de congo el Metoxi-
X04, compuesto mas lipofilico que el anterior se une con mayor afinidad a las fibras de
AB (Klunk y col, 2002). Ratones fueron inyectados por via intravenosa con He-metoxi-
X04 mostraron una gran permeabilidad a través de la barrera hematoencefélica, siendo
posible visualizar las placas por medio de la técnica de imagen de multifoton, la cual
permite analizar pequefias estructuras en el cerebro (1 pm) (Bacskai y col, 2001).
Algunos derivados de Tioflavina como '%’I-6 (68-3), *H-BTA-1 (69-3) y el 'C-6-OH-

BTA-1 (Wadghiri y col, 2003) han mostrado una gran capacidad para unirse a placas




amiloides en tejidos de pacientes con Alzheimer, con una afinidad del rango nanomolar,
siendo 10 a 100 veces mayor que los derivados de rojo de congo. Estudios de union in
vitro con ''C-6-OH-BTA-1 (PIB), en tejido de la regién cortico frontal de cerebro
obtenidos a partir de la autopsia de pacientes con Alzheimer , muestran valores
maximos de union similares a la cantidad de AP calculada en la corteza frontal de
humano medida por medio de técnicas bioquimicas (Naslund y col, 2000). Mediante
microcopia de multifoton se observé en ratones transgénicos el cruce de PIB
fluorescente a través de la BHE, marcando los depésitos amiloides (Bacskai y col,
2003), sin embargo el tiempo que permanece en el cerebro es muy corto. En sintesis, en
la actualidad no existe un método de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer basado
en técnicas de imagenes.

Por lo tanto debido a lo expuesto hasta ahora, se hace necesario desarrollar nuevas
técnicas que permitan tratar y diagnosticar de forma apropiada la Enfermedad de
Alzheimer.

En los tltimos afios se han utilizado con gran éxito varias técnicas nanotecnoldgicas para
combatir diversas enfermedades como por ejemplo algunos tipos de cancer, por lo que la

presente memoria se enmarca dentro de un gran proyecto que pretende tratar y

diagnosticar la enfermedad de Alzheimer utilizando herramientas nanotecnolégicas.




Las Nanotecnologias y sus aplicaciones en neurociencias

Nanotecnologia se define como la tecnologia que utiliza materiales y dispositivos en la
escala de los nanometros (lo que equivale a 10° metros) en al menos una de las
dimensiones. Esto implica que algunos aspectos estos materiales o dispositivos pueden
ser manipulados o controlados mediante técnicas fisicas o quimicas a una resolucion
nanometrica, siendo una propiedad funcional exclusiva de este tipo de tecnologias.

Los nanodispositivos y los nanomateriales pueden interactuar con sistemas biologicos a
nivel molecular con un alto grado de especificidad. Tomando ventaja de esta
especificidad molecular, mediante la nanotecnologia se puede estimular, responder e
interactuar con alguna célula o tejido en forma controlada y asi de esa forma inducir
una respuesta fisioldgica deseada y minimizar los efectos indeseados.

La aplicacién de técnicas nanotecnoldgicas en neurociencia bisica y clinica esta en un
estado muy temprano de desarrollo en comparacién a otras reas de la biomedicina,
principalmente debido a la complejidad asociada a la interaccion neuronal y al sistema
nervioso. Existen dos tipos de aplicaciones nanotecnolégicas en neurociencia. La
“nanotecnologia de plataforma” la cual puede ser adaptada para entender diversas areas
de la neurociencia; y la “nanotecnologia de adaptacién” la cual estd directamente
relacionada en solucionar algin problema neurobioldgico.

Otra forma de clasificacién puede ser segin la aplicacion de nanotecnologia en
neurociencia bésica o en neurociencia clinica. En la mayorfa de los casos la aplicacion
en neurociencia bdsica busca entender los mecanismos moleculares y celulares sin
considerar ¢l uso o la potencial implicancia clinica, por el contrario en neurociencia

clinica se busca atacar una determinada enfermedad sin necesariamente hacer uso de
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conocimientos neurobiolégicos a nivel molecular y celular. Como se menciono
anteriormente la aplicacién de nanotecnologia en el 4rea clinica permite entender de
mejor forma aspectos de la neurobiologia molecular y celular. Especificamente esta
tecnologfa es utilizada en neurociencia bésica para “nano dirigir” materiales y realizar
acercamientos que permitan promover la adhesién y crecimiento neuronal y de esta
forma entender este proceso neurobioldgico o también para apoyar ofras técnicas
disefiadas para interactuar con neuronas in vivo como por ejemplo estimulacion con
electrodos (Ai, H. y col, 2003; Moxon y col, 2004). Esto permite estudiar los procesos
de comunicacién y sefializacién celular y provee un sistema para investigar el efecto de
drogas u otras moléculas

Otra drea emergente en neurociencia basica son los materiales y dispositivos disefiados
para interactuar, y/o estimular neuronas a un nivel molecular (Shenai y col, 2004;
Saifuddin y col, 2003). Otras investigaciones estin enfocadas en realizar mediciones a
nanoescala de 1a respuesta celular. La microscopia de fuerza atémica ha sido usada para
medir respuestas morfolégicas a nivel nanométrico (Shenai y col, 2004). Una iiltima
aplicacién de la nanotenologica en neurociencia bésica es su uso para realizar técnicas
de imdgenes, como por gjemplo los “quantum dots” y las nanoparticulas, teniendo
ambos particulas nanométricas con un centro compuesto por un metal pesado, lo cual
les confiere propiedades dpticas interesantes. Un ejemplo de ello son los guantum dots
que poseen fluorescencia muy alta y estable, la que puede ser cambiada alterando sus
propiedades quimicas y tamafio. En cuanto a las aplicaciones nanotecnologicas en

neurociencia clinica, estas estdn principalmente enfocadas en limitar y revertir
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des6rdenes neurologicos, promoviendo regeneracion neuronal y neuroproteccion (Silva
y col, 2004).

Las aplicaciones nanotecnolégicas con un objetivo neuroprotector se han enfocado en
limitar los efectos dafiinos de los radicales libres generados después de algin dafio, el
cual es un proceso neuropatolégico clave que contribuye a la isquemia en el SNC y a
promover desérdenes degenerativos (Tunggal y col, 2003; Gagliardi, 2000).

Otra aplicaci6n relevante en el 4rea clinica que se ha estudiado de forma intensa, es el
disefio de diversas nanoparticulas funcionales que puedan ser administradas
sistémicamente, que tengan la capacidad de liberar drogas en un sitio especifico y que
obviamente tengan la capacidad de atravesar la BHE (Lockman y col, 2002; Vinogradov
y col, 2004), siendo este ultimo punto el mayor objetivo clinico en el tratamiento de una
amplia gama de desordenes neurolégicos. Es muy importante comprender el fundamento
molecular y el mecanismo celular involucrado en el proceso de cruce de nanoparticulas a
través de la BHE, lo cual seria uno de los impactos mas importantes en la neurociencia
clinica.

A pesar de que en los tiltimos afios la nanotecnologia ha tenido un fuerte impacto en la
ciencia en general, no existen muchos estudios que la relacionen con Ia EA. En estos
estudios (Nam y col, 2003, Fortin y col, 2005) se utilizan técnicas nanotecnolégicas para
el tratamiento de esta enfermedad y su diagnostico mediante imaging o mediante la
deteccion de biomarcadores en el liquido céfalo raquideo (LER)

En relacion a un posible método de diagnostico de la EA, es sabido que ensayos basados
en el uso de nanoparticulas pueden detectar niveles de protefnas en el rango de

concentracién atomolar siendo seis ordenes de magnitud menor que la concentracion
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detectada por ELISA (Fortin y col, 2005). Por lo tanto este tipo de ensayos permite
mejorar substancialmente la habilidad de detectar cambios metabolicos asociados a
alguna enfermedad en particular en una etapa temprana. Este tipo de ensayo se basa en
la captura de una determinada proteina mediante el uso de microparticulas magneticas
cubiertas con anticuerpo monoclonal especifico para la proteina en cuestion. El
complejo microparticula-protefna se hace reaccionar con nanoparticulas de oro, las
cuales a su vez estéan cubiertas por solo un anticuerpo policlonal contra Ja misma
proteina y hebras de ADN con secuencia conocida denominada ADN “codigo de barra”.
Este complejo ternario microparticula-proteina-nanoparticula es capturado
magnéticamente y luego el ADN “cddigo de barra” es liberado y detectado mediante
amplificacién de plata, la cual es una técnica altamente sensible (figura 2) (Nam y col,

2003).
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Figura 2: La presente figura representa la técnica desarrollada por Nam y col, basada en el uso de

nanoparticulas de oro y microparticulas magnéticas como forma de diagnostico de la EA.
Este tipo de ensayo fue adaptado por Georganopoulou y col. para detectar la presencia
(ADDLs), un potencial marcador

del derivado de amiloide AP ligando difusible
patogénico soluble, en el liquido encéfalo raquideo (LER) utilizando anticuerpos mono y

policlonales especificos para este oligomero de AP (Georganopoulou y col, 2005). La

concentracion de ADDLs determinada en los pacientes diagnosticado con Alzheimer

fue 8 veces mayor en comparacion a los controles. La ventaja de esta técnica en

comparacion a otras es la gran sensibilidad y ademas solo detecta un porcentaje del Ap

total (solo ADDLs) en el LER y no todo como en otras técnicas, lo cual es un gran

problema ya que no hay una gran diferencia en el AP total en pacientes con Alzheimer

en comparacion a individuos sanos.
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En otro estudio se conjugé el péptido APio, a una nanoparticula de oxido de hierro
monocristalina (MION), la cual se inyecto intravascularmente, y se detectaron placas
mediante pMRI en el cerebro de ratones transgénicos, existiendo una gran correlacion
entre estos resultados y los resultados inmuhistoquimicos (Wadghiri y col, 2003). Sin
embargo este estudio no es una real alternativa de diagnostico humano debido a que fue
necesario coinyectarlo con manitol para facilitar el paso a través de la BHE, lo cual no
esta permitido en humanos.

Recientemente el Dr. Marcelo Kogan, desarrollé una novedosa técnica basada en el uso
de nanoparticulas de oro (AuNP), que permite manipular a nivel local (nanométrico) la
autoagregacién de la proteina B-amiloide mediante la aplicacion de un campo magnético
oscilante. En base a este concepto se esta desarrollando una nueva estrategia para el

tratamiento y diagndstico de la EA, basada en el uso de AuNP.

Las nanoparticulas de oro (AuNP) son especies que ante fa aplicacion de campos
magneticos oscilantes (CMO) absorben energia pudiendo disiparla localmente en forma
de calor por lo que se han utilizado para el tratamiento regional de ciertos tumores
(Alexiou y col, 2000; Pankhurst y col, 2003). Recientemente en nuestro laboratorio, se
observo que es posible desagregar especies toxicas de AP y transformarlas en especies
de bajo peso molecular mediante el uso de nanoparticulas de oro y CMO (Fig 3) (Kogan
y col, 2006). Para dirigir las AuNP hacia los agregados de AP, que representarian la
diana terapéutica, las mismas pueden ser conjugadas a moléculas que posean una alta

afinidad por lo agregados amiloides, como son los inhibidores peptfdicos de agregacion,
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peptidomiméticos o anticuerpos especificos para oligomeros o fibras para obtener los
conjugados AuNP-péptido, peptidomimético o proteina.

Por otra parte, a pesar de que las AuNP requieren mayores frecuencias (GHz) que
nanoparticulas magnéticas de Co o Fe (KHz) para ser calentadas, las ventajas que atafien
a la simpleza de su sintesis, su baja toxicidad, su elevada estabilidad en medios acuosos,
su tamarfio, y la facilidad para conjugarse a través de enlaces tidlicos a péptidos que
pudieran servirles como lanzaderas hacia dianas especificas, hacen de estos coloides

herramientas sumamente atractivas para su aplicacion en biomedicina.

Figura 3: a) representacion del complejo entre los conjugados de moléculas afines a AB unidos a NPM y
los agregados de la proteina AP formando hoja AB) Luego de la aplicacién de un CMO se produce la
desagregacion y/o cambios conformacionales de AP que llevarian a especies de menor toxicidad
(interrogantes a resolver en este proyecto). En negro se representan las moléculas de AB_en rojo el
transportador y en naranja las NPM (Kogan y col, 2006).
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Debido a lo anteriormente expuesto, surge la idea de obtener conjugados AuNP-Peptido
para el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para la EA y evaluar si estos
conjugados presentan afinidad por los agregados de Ap. Especificamente, en el presente
seminario de titulo se evalu la estabilidad y afinidad por los agregados AP de diversos
conjugados marcados fluorescentemente para posteriores estudios ex vivo e in vivo y la

penetracién de los mismos a través de la BHE.
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1.2, Hipétesis
Es posible producir AuNP estables con péptidos que presenten afinidad por los

agregados toxicos de AP y que atraviesan la BHE.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Obtener y caracterizar conjugados de AuNP con diversos péptidos que presenten

afinidad por agregados Ap.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar AuNP de 10 nm de didmetro de didémetro.

2. Disefiar péptidos de diferentes secuencias para formar conjugados que se unan
selectivamente a los agregados t6xicos de AP.

3. Evaluar la interaccién entre los conjugados AuNP-péptido marcado fluorescentemente
y los agregados de AP.

4, Determinar la biodistribucién y el paso a través de la BHE de las AuNP.

5. Determinar el paso a {ravés de la BHE de un conjugado marcado fluorescentemente.
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2. Materiales.

Los productos, Extran, Acido Nitrico 6M, Acido clorhidrico 1M, Rodamina B 99%,
Dimetil Formamida 99%, Hidréxido de Sodio 0,5 M pureza >99%, Agarosa, TAE 50X,
Glicerol, bolsa de dialisis (Spectra/ por MWCO 6-8,000), Reactivo de Bradford,
Hexafluorisopropanol, y tabletas de PBS fueron compradas en Fisher Scientific,
(Houston Texas USA).

El citrato de sodio Dihidratado 99,5% de pureza, HAuCly, Hidratado, Acido
trifluoracético, amortiguador fosfato 200 mM, cloramina T, uretano y metabisulfito de
Sodio, fueron de Sigma — Aldrich, (St. Louis, MO, USA).

Rejillas de cobre recubiertas con Formvar/carbon, papel Whatman numero 1 y acetato de
uracilo fueron adquiridos en Electron Microscopy Sciences, (Hatfield Pennsylvania
USA).

Tanto el 12°I-Na como la columna de Sephadex G-10 se obtuvieron de GE Health Care,
(Piscataway New Jersey USA).

El péptide amiloide se compré en Keck Large Scale Peptide Laboratory (Yale

University, New Haven CT USA).
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3. Métodos.

3.1. Sintesis de AuNP

La sintesis de AuNP de aproximadamente 10 nm de diametro fue realizada a través del
método descrito por Turkevich y cols. Todo el material se lavo con Extran al 2 % en
agua Mili-Q, se enjuagd con agua Mili-Q, se sec en estufa a 37 °C, y posteriormente se
lavé con agua regia (Acido nitrico/dcido clorhidrico 1:3). Todas las soluciones se
prepararon empleando agua Mili-Q (18 MQcm).

Método de Turkevich: Se prepararon 106 mL de una solucién 2,2 mM de citrato de
sodio dihidratado. La reaccién se realizé en un matraz de fondo redondo de tres cuellos
de 250 mL, se conectd el cuello central del matraz a un condensador de reflujo, y se
colocod todo el sistema en un manto de calefaccion de aluminio con un agitador
magnético para la agitacién y mezcla continua. Se preparé 1 mL de una solucién 24,3
mM de HAuCl, pesando 8,0 mg de esta sal. La solucién 2,2 mM de citrato fie llevada a
ebullicién para afiadir rapidamente, pero gota a gota, 1 mL de la solucion 24,3 mM de
HAuCl, una vez alcanzado el reflujo. Después de aproximadamente 7 minutos (o hasta
alcanzar color rojo caracteristico) se retiré el matraz del calor y se espero hasta que la

solucién alcanzara la temperatura ambiente para luego almacenarla a 4 °C.

Las AuNP obtenidas foeron caracterizadas por espectrofotometria UV-Visible en un

especirofotdmetro Hitachi U-3010 para determinar el maximo de absorbancia del
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coloide. La caracterizacion por TEM fue realizada en un microscopio electronico de
transmisién Philips con rejillas de cobre recubiertas con Formvar/carbon. Las rejillas
para TEM fueron preparadas en una placa de Petri con papel Whatman ntmero 1
ubicando la rejilla con una pinza sobre el papel Whatman y colocando 10 pL de la
muestra sobre la rejilla. Se seca y se repite esta Wltima operacién 3 veces para
posteriormente obtener las micrografias por TEM y medir sus tamafios empleando el

programa Meta Morph Versién 6.1 Molecular Devices.

3.2. Sintesis de péptidos

Los péptidos marcados con rodamina B fueron sintetizados por la Doctora Fanny
Guzman, en el instituto de Biologia de la Universidad Catolica de Valparaiso. Tanto el
inhibidor como los otros dos isdmeros marcados con rodamina B fueron sintetizados
mediante la técnica de sintesis de péptido en fase sdlida a través del método de
proteccién Fmoc/tBu, que emplea el grupo Iabil en medio bésico 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) para proteger a los grupos aminoterminales y el grupo
Jabil en medio 4cido terc-butilo (tBut) utilizado como protector de las cadenas laterales.
La elongacion del péptido en fase solida fue llevada a cabo en jeringas de polipropileno
equipadas con discos porosos de polietileno. Los solventes y reactivos solubles fueron
removidos por succién. La remocién del Fmoc (tanto de la resina como la de los
amino4cidos) se realizé con Piperidina 25%, Triton x100 1% / DMF (2 x 10 min). Los
lavados entre desproteccidn, acoplamientos de aminodcidos y los subsecuentes pasos de

desproteccion se llevaron a cabo con dimetilformamida (DMF) (5 X 1 min),
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diclorometano (DCM ) usando 5 ml de solvente cada vez. Luego se realizé el ensayo de
ninhidrina (Sarin y col, 1981), para determinar cualitativamente el porcentaje de acople
de cada aminoacido. Los acoplamientos se llevaron a cabo con fmoc-aminoacidos (4
equivalentes), HOALt (4 equivalentes) y DIPCDI (4 equivalentes) los cuales fueron
secuencialmente agregados a la resina, dejando la mezcla reaccionar por 90 minutos. La
rodamina fue la altima en ser acoplada por lo tanto no presentaba el grupo protector
fmoc. Por ultimo el clivaje del péptido de la resina y la desproteccion de las cadenas
laterales se realizo con TFA 94%, agua 2,5%, EDT2,5% y TIS 1%.

Los péptidos marcados con carboxifluoresceina fueron sintetizados por Ivonne Olmedo,
memorista de pregrado de Quimica y Farmacia en el laboratorio de Sintesis, disefio, y
estructura de péptidos y proteinas del Parque Cientifico de Barcelona (Espaiia),
utilizando el mismo protocolo descrito para la sintesis de péptidos marcados con

Rodamina B.

3.3. Conjugacion de AuNP a los péptidos

Los conjugados AuNP-Péptido se obtuvieron empleando protocolos descritos por Levy
y col, (Levy y col, 2004). Se tomaron 20 mL de AuNP y se procedi6 del siguiente modo:
Se pes6 1 mg del péptido a conjugar y se disolvié en 1 mL de Dimetil Formamida. Se
colocaron 20 mL de las AuNP a conjugar en un matraz de boca ancha de 50 mL con un
agitador magnético para la agitacion continua y se llevé el coloide a pH 8 con NaCH 0,5

M con el fin de estabilizar las AuNP y prevenir la precipitacién durante el proceso de
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conjugacion. Una vez preparados el coloide y el péptido, se afiadi6 rdpidamente I mL de
péptido al matraz manteniendo el coloide bajo agitacién continua durante 15 minutos. El
coloide resultante fue sometido a didlisis por tres dias empleando una bolsa de didlisis y
2 litros de solucién 1,2 mM de citrato de sodio dihidratado para sumergir la bolsa. La
dislisis se realizé manteniendo la bolsa sumergida bajo agitacién continua en oscuridad

a temperatura ambiente y cambiando la solucién cada 24 horas.

3.3.1 Conjugacién de AuNP a CY

El método de conjugacion de AuNP a CY es el mismo que para el resto de los péptidos,
solo con la diferencia que este fue disuelio en agua mili Q, obteniendo una
concentraciéon de CY igual a 86,7 pM. Luego se colocaron 11 mL de las AuNP a
conjugar en un matraz de boca ancha de 50 mL con un agitador magnético para la
agitacién continua y se llevé el coloide a pH 8 con NaOH 0,5 M con el fin de estabilizar
las AuNP y prevenir la precipitacién durante el proceso de conjugacion. Una vez
preparados el coloide y el péptido, se afladié rapidamente 12,7 uL de Ia solucién de
péptido se afiadieron rapidamente al matraz manteniendo el coloide bajo agitacion
continua durante 15 minutos. El coloide resultante fue sometido a diélisis por tres dias
empleando una bolsa de dialisis y 2 litros de solucién 1,2 mM de citrato de sodio para
sumergir la bolsa. La diélisis se realiz6 manteniendo la bolsa sumergida bajo agitacion

continua en oscuridad a temperatura ambiente y cambiando la solucién cada 24 horas.
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3.3.2. Centrifugacién para la eliminacion del péptido libre

Se centrifugaron alfcuotas de 1,5 mL de AuNP-Péptido con el objeto de eliminar el
péptido libre que pudiera haber quedado luego de la dialisis. Los coloides de AuNP
fueron centrifugados a 13.200 rpm durante 15 minutos. Luego, se elimind el
sobrenadante y se reconstituyo con citrato 1,2 mM, sometiendo cada solucién a
centrifugacién y reconstitucion dos veces para finalmente medir su lambda maximo en
el espectro UV-Visible, este lamba maximo debiera encontrarse desplazado a valores
mayores que 520 nm, el cual es propio de las nanoparticulas de 10 nm de diametro, en el

caso de existir conjugacion.

3.4. Caracterizacién de AuNP y sus conjugados

Las AuNP obtenidas y sus conjugados fueron caracterizados a traves de
espectrofotometria UV-Visible, electroforesis en gel de agarosa, TEM y AFM en el
caso de las AuNP. Las mediciones realizadas a través de espectrofotometria UV-Visible
se realizaron empleando un espectrofotometro Hitachi U-3010 y cubetas plasticas de 1
cm de longitud. La caracterizacién de AuNP y sus conjugados se realiz6 entre longitudes
de onda de 350 nm y 650 nm empleando como blanco citrato de sodio dihidratado 1,2
mM. Todas las mediciones que requirieron del uso de espectrofotometria UV-Visible

emplearon los mismos equipos e instrumentos.
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La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 2% a 114 mV, para lo cual se

llev6 a ebullicién en microondas una solucién de 100 mL de amortiguador TAE 1X con
2g de agarosa y se deposito el gel obtenido en una placa de electroforesis (Bio-Rad).
Luego, se coloco una peineta de veinte dientes para formacion de alvéolos de carga de
muestra y se esperd hasta que el gel solidificara. Una vez solidificado el gel, se colocd
en la cdmara de electroforesis (Bio-Rad) y se cubrié con 450 mL de una solucién de
amortiguador TAE 1X. Separadamente, las muestras de AuNP y sus conjugados se
llevaron a pH 8 con NaOH 0,5 M y se mezclaron con glicerol en una proporcién 1:9, se

ubicaron en los alvéolos y se dejo correr la electroforesis durante 12 minutos.

La caracterizacién por TEM fue realizada en un microscopio electrénico de transmisién

Philips modelo 201, con rejillas de cobre recubiertas con Formvar. Las rejillas para TEM
fireron preparadas en una placa de Petri con papel Whatman nimero 1 ubicando la rejilla
con una pinza sobre el papel Whatman y colocando 10 pL de la muestra sobre la rejilla y

esperando la sequedad, repitiendo esta tltima operacién 3 veces.

La caracterizacién por AFM fue realizada por el Dr. Marcelo Kogan, colocindose una

gota de muestra sobre una superficie de mica recién exfoliada y secando con nitrégeno

gaseoso. Las muestras se observaron en aire empleando el modo de “Tapping”

26




3.5. Interaccion de los conjugados con A4

Esta tarea requirié de la obtencion de la forma monomérica del péptido amiloide (AB-
42) ¥ su incubacion, con la consecuente formacion de fibras, durante 7 dias Asi, se
preparé una suspension madre pesando aproximadamente 1 mg de APi42 ¥ sonicandolo
en 200 pL de agua Mili-Q durante un minuto a temperatura ambiente. Luego, por medio
de una microcuantificacién de proteinas con el reactivo de Bradford se hizo una curva de
calibracién con un patrén de albimina a concentraciones de 0, 2, 4, 8, 14, y 20 pg/mL, ¥
se cuantifico el péptido AP+ evaluando la cantidad de éste en una alicuota de 10 pL de
la suspension madre a 595 nm en UV-Visible. Hecho esto, se procedi6 a la obtencién de
la forma monomérica del péptido amiloide AP;.4 a través del tratamiento de Zagorsky
(bitan y Templow, 2005) tomando una alicuota de la solucién madre y preparando 600
pL de APz 40 pM. Se evapor6 el agua, y se afiadieron 20 uL de 4cido trifluoracético al
secado volviendo a evaporar €l solvente en corriente de nitrogeno. Se agregaron 20 pL
de hexafluorisopropanol y se secé la muestra una vez mas, repitiendo esta ultima accién
tres veces para luego dejar la muestra durante toda la noche en un desecador al vacio con
hidréxido de sodio y parafina. Al dia siguiente, se disolvié AP« afiadiendo 107 nL de
NaOH 10 mM, 432 pL de agua Mili-Q, y 60 uL. de amortiguador fosfato 200 mM, y los
600 pL obtenidos (AB1.42 40 pM y amortiguador fosfato 20 mM) fueron vortexeados por
el espacio de un minuto ¢ incubados durante 4 horas a 37 °C para dar lugar a la
formacion de centros de nucleacién. Inmediatamente, a partir de la solucidn preparada se
obtuvieron 7 alicuotas de 100 pL, a una de estas alfcuotas se le agregaron 100 pL de una
solucién de AuNP 0,1 pM, a las otras 6 alicuotas se les agregaron cada uno de los seis

conjugados con los que se trabajara (AuNP-Inh-Rod, AuNP-il-Rod, AuNP-i2-Rod,
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AuNP-Inh-CF, AuNP-i1-CF, AuNP-i2-CF) a una concentracion 0,1 yuM. DE esta forma
se permite la obtencién paulatina de fibras de APi.42 durante el proceso de incubacion
siguiente de siete dias.

Este mismo procedimiento se realizo una vez mas, solo con la diferencia que tanto las
AuNP como el resto de los conjugados fileron incubados una vez ya formadas las fibras,
es decir, luego de transcurrido los 7 dias de formacion de fibras, se incubaron durante 48
horas 100 pL de estas fibras con 100 pL de solucién de AuNP o conjugado 0,1 pM
dependiendo el caso.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién para cada experimento, las muestras
fueron analizadas por TEM. Las rejillas para TEM fueron preparadas homogeneizando
la muestra y depositando 10 uL de ésta sobre un trozo de parafilm y, separadamente, dos
gotas contiguas de agua Mili-Q y una de acetato de uranilo 2% (tincién para TEM) de 10
UL cada una. La cara correspondiente de la rejilla se puso en contacto con la muesira
durante un minuto, se seco en papel Whatman niimero 1 y se puso en contacto con la
gota contigua de agua Mili-Q durante un minuto mds secandola nuevamente con un
papel Whatman, repitiendo el proceder al hacer pasar la rejilla por el resto de las gotas.

Una vez seca, la rejilla se llevé a TEM.

3.6. Inyeccién via intraperitoneal del conjugado AuNP-Inh-Rod en ratas

Se inyecto intraperitonealmente a 4 ratas 1 mL de conjugado AuNP/Inh-Rod a una
concentracion 1 nm. Dos de las ratas fueron perfundidas 1 hora después de la inyeccién
con Paraflormaldehido al 4% PBS durante 7 minutos (ImL/min), las otras dos ratas

fueron prefundidas a las 2 horas de haber sido inyectadas del mismo modo que el otro
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grupo. Como control se inyecto intraperitonealmente a 2 ratas 1 mL de citrato 1,2 mM ,
una fue prefundida 1 hora luego de la inyeccion y la otra 2 horas luego de esta, en ambos

casos se utilizo paraformaldehido al 4% PBS durante 7 minutos (1mI./min).

3.6.1. Determinacion de la biodistribucién del conjugado AuNP-Inh-Rod

Organos representativos como el cerebro, el higado y el rifidn, fueron removidos y cada
oérgano fire divido en dos, una mitad para estimar cualitativamente la fluorescencia dada
por la rodamina B y la otra para cuantificar la cantidad de oro mediante ICP-MS. En el
caso de las muestras utilizadas para andlisis de fluorescencia, estas fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas a temperatura ambiente, luego fueron
deshidratadas con 30% sucrosa por 24 horas y posteriormente crioseccionadas con un
grosor de 10 pm (Mullen y col, 1992). Las secciones fueron montadas en medio
“ultramount” e incubadas a temperatura ambiente por tres horas. Después de la
incubacidn las secciones fueron observadas en el microscopio de fluorescencia Zeiss. En
cuanto a las mitades utilizadas para cuantificar oro, estas fueron liofilizadas en una
solucién 50% acetonitrilo durante 48 horas. Posterior por cada 0,1 g de tejido se
agregaron 6 mL de acido Nitrico puro mas 1 mL de agua oxigenada, luego se calienta al
microondas a 250 watts durante 2 minutos, se deja 2 minutos a 0 watts, se vuelve a
calentar a 250 watts por 5 minutos, una ves pasado estos 5 minutos se calienta a 400
watts por otros 5 minutos y por ultimo se calienta a 600 watts durante 5 minutos.

Finalmente los tejidos se disolvieron y fue cuantificado el oro mediante ICP-MS.
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3.7. Marcaje con 1'% del conjugado AuNP-CY

En primer lugar se disuelve cloramina T en buffer fosfato a una concentracién 1mg/mL.
Luego se disuelve Metabisulfito de Sodio (SMB)en buffer fosfato a una concentracion
10 mg/mL. Lucgo se agregan los reactivos en un tubo de vidrio 12 x 75 mm en el
siguiente orden: 100 pL de la solucién de AuNP-CY 5nm, 2 mCi de 125N, 10 pL de
cloramina T, Juego se vortexea y se espera 60 segundos para luego agregar 10 pL de
SMB para terminar la reaccién. Finalmente se purificé el conjugado marcado
radioactivamente mediante una columna de Sephadex G-10, siguiendo las indicaciones
del fabricante. Posteriormente se determind la fraccion que posefa el conjugado
marcado radiactivamente mediante el uso de un contador Gamma.

Finalmente se diluyé la muestra que contenfa el conjugado marcado con PBS de tal

forma de obtener una concentracion de 12000 cpm/ulL

3.8. Inyeccion via intravenosa del conjugado AuNP-CYI'™ en ratones.

Los ratones fueron anestesiados mediante la inyeccién intraperitoneal de 100 pL de
uretano al 40%, luego a cada raton se le inyecto 50 pL de conjugado a nivel de Ja vena
yugular. A los 3, 5, 10 y 30 minutos despucs de la inyeccion los ratones fueron
sacrificados y se les extrajo sangre, cerebro, corazén, pulmén, higado, bazo y rifién. El
suero de la sangre de los ratones se obtuvo a partir de la centrifugacion de esta a 3000
rpm. Finalmente la radiactividad en cada drgano, la sangre y el suero se determino
mediante el uso de un contador gamma.

El método de analisis de regresién multiple de tiempo (Blasberg y col,1983; Urayama y

col, 2003)fue utilizado para analizar el flujo unidireccional (Kin) del conjugado desde Ia
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sangre al organo. La relacién érgano/suero versus el tiempo de exposicion se determino

mediante la siguiente ecuacion:

Am/Cp (1) Kin * [I' Cp (1) dt] / Cp(t) + Vi [1]

Donde Am y Cp (f) representan cpm/g de organo y cpm/ pL de suero al tiempo ¢,
respectivamente. Kj, fite medido como la pendiente de la porcién lineal de la relacion
entre organo/suero y su respectivo tiempo de exposicion. El tiempo de exposicion fue
calculado como el area bajo Ia curva de la relacién concentracién de suero v/s tiempo
(la integral en la ecuacién donde dt es la diferencial del tiempo) dividido por la
concentracién del suero a tiempo t. El intercepto de la linea en el eje y representa le
distribucion de volumen inicial (V) en el érgano a tiempo t=0.

El porcentaje de la dosis inyectada tomada por gramo de tejido al tiempo t (%Iny/g) fue

calculado a partir de la siguiente ecuacion:

%Iny/g de tejido = (Am/Cp(t) - Vi) * Cp(t)/iny * 100 [2]

Donde iny se refiere a la dosis inyectada.

31




4. Resultados.

Este trabajo corresponde a la primera etapa del proyecto que persigue el desarrollo de
una nueva estrategia terapéutica para la enfermedad de Alzheimer, por lo que viene a ser
evidente que algunas interrogantes hallaran respuesta s6lo en trabajos posteriores,

llegando a ser en este sentido, la base para futuros estudios.

4.1. Sintesis y caracterizacion de las AuNP

Para la sintesis de AuNP existen diferentes métodos quimicos y fisicos (Daniel y col,
2004) entre los que podemos destacar métodos quimicos como la reduccion del HAuCly
con diferentes agentes reductores como citrato, NaBHy y estabilizantes de caracter
tiblico, y métodos fisicos como la ablacion laser, radiolisis, etc. En este trabajo se
escogié un método de carécter quimico basado en la reduccion de una sal de oro en
medio acuoso debido a su simpleza, reproducibilidad, accesibilidad, limpieza en cuanto
a sustancias de sintesis potencialmente téxicas, homogeneidad en el tamafio alcanzado y
en especial, por estar disefiados para medios acuosos, lo que es favorable para la
conjugacién subsiguiente a péptidos.

En términos de una ecuacién quimica general, los métodos quimicos de

condensacién de particulas que permiten la sintesis de AuNP a través del uso de un
agente reductor (en este caso a través del empleo de citrato de sodio dihidratado)

estarian definidos en funcién de la signiente relacion general (Figura 4):
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HAuClygq —»> Auu(ﬁ) + Hy +4CT o
Apgente reductor
Temperatura y tiempo (depende del método)
Agente estabilizante para el control de tamatio {depende del mstodo)

Figura 4: Relacion que indica la formacién de nanoparticulas de oro, mediante la reduccién de Au" a
Av’®, utilizando citrato de sodio dihidrato como agente reductor.

En sus experimentos Schmid y cols concluyeron que las AuNP crecen a partir de un
solo atomo de oro que comienza a revestirse a partir de otros atomos de acuerdo a la
relacién 10n” + 2 (Daniel y col, 2004), en que n representa el numero de revestimientos.
Por lo que el conjunto 4urico mas pequefio presentaria 13 atomos, el segundo 55 atomos
y asi sucesivamente.

Debido al reducido tamafio de las AuNP, algunos de los electrones de sus dtomos de
superficie pasan al medio confiriéndole una carga superficial de particula levemente
positiva (potencial de Nernst) que provoca la adsorcién de aniones provenientes del
medio (en este caso dados por el citrato) formando una monocapa inmediatamente
contigua a la superficie de la particula que terminan por conferirle una carga final
levemente negativa (potencial zeta negativo) (Martin y col, 1993; Shipway y col, 2000).
En consecuencia, las AUNP presentan un potencial zeta negativo y muy cercano a cero
lo que sugiere que las AuNP requieren de una carga muy pequefia para estabilizarse
(Martin y col, 1993). Las fuerzas entre las particulas de una dispersitn liof6bica estarian
dadas por repulsiones electrostaticas y atracciones de van der Waals que resultarian en

energias potenciales de repulsién y atraccion, existiendo un gran potencial de atraccion
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cerca del origen de la particula y una barrera de repulsién a distancias moderadas que,
superada, daria lugar a la agregacion de las particulas (Martin y col, 1993).

Por otra parte, cuando las AuNP alcanzan un tamafio del orden de la longitud de onda
de* Broglie” correspondiente a los electrones de valencia de los dtomos de su superficie,
se produce una oscilacién colectiva de estos electrones (efecto plasmon) que da Iugar a
un maximo de absorcién al UV-Visible de aproximadamente 520 nm si los didmetros de
particula es alrededor de 10 nm (Daniel y col, 2004). Al ojo desnudo, las AuNP son de
un color rojizo que se torna violeta si éstas se agregan, lo que ademads se traduce en el
desplazamiento del lambda maximo de absorci6n hacia valores mayores, fenomeno que
se ha atribuido al acoplamiento del plasmén entre las particulas.

En cuanto a las técnicas usadas para caracterizar las nanoparticulas obtenidas en nuestro
laboratorio, se utilizaron las siguientes: a) Microscopia electrénica de transmision
(TEM), que brinda informacién acerca del tamafio y la forma de las nanoparticulas al
irradiar la muestra con un haz de electrones que permite obtener una imagen producto
del contraste entre los electrones absorbidos, retenidos o dispersados por la muestra, y
los que no interaccionan con la muestra ¢ impactan sobre una pantalla fluorescente, b)
Espectrofotometria UV-Visible que, comparando la radiacion luminosa absorbida o
transmitida por una solucién respecto de un blanco, permite obtener informacion acerca
de la concentracion (absorbancia en el pico de maxima absorcién), tamafio (posicion del
pico) v homogeneidad de tamafios (ancho del pico) de la muestra si se analiza la
informacion obtenida en conjunto con otras técnicas, ¢) Microscopia de fuerza atémica
(AFM), que proporciona imdgenes topogréficas detalladas de la superficie analizada

mediante el barrido de una punta sobre ella.
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Caracterizacion por espectrofotometria UV-Visible: Las AuNP mostraron un lambda
de absorcion maximo entre rangos de 520-522 nm lo cual se relaciona con tamaifios de
entre 10 y 15 nm, lo que es un indicativo de nanoparticulas de diametro cercano al
esperado segun el método usado. En la figura 5 se observa un pico estrecho, lo que

indicaria la obtencion de una distribucion de tamafios relativamente uniforme.

25 -

1.5 +

Absorbancia
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0 ‘ : .
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longitud de onda (nm)

Figura 5: Curva de absorbancia en UV-Visible de AuNP, el maximo se observa a los 520 nm, lo cual
indicaria que se tratan de AuNP de 10 nm de diametro aproximadamente.

Caracterizacion por TEM y AFM: Mediante el uso del TEM se determino la
esfericidad de las particulas, las cuales revelaron un tamafio de 12,8 nm + 1,8 nm de
diametro (figura 6). Asimismo, AFM mostré nanoparticulas con un diametro de 11 nm
(figura 7). Es importante mencionar que las muestras empleadas para la caracterizacion
por AFM correspondieron a otros lotes de sintesis, pero siempre utilizando el mismo

protocolo.
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Figura 6: Caracterizacion de AuNP. A) Imagen de las nanoparticulas tomada mediante TEM a 20000X.
B) Histograma del radio promedio de las AuNP, obteniendo la frecuencia mas alta a los 6,4 nm de radio.
C) Grafico de factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se
trata de una circunferencia perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctian entre 0,93 y 1 por lo
que la mayoria de las AuNP sintetizadas poseen forma esférica.
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Figura 7: Imagenes topogréficas de AFM de las AuNP, las cuales presentan un diametro de 11 nm segiin
los datos obtenidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en relacion a la sintesis de nanoparticulas de oro,
podemos concluir que el protocolo utilizado fue exitoso ya que se obtuvieron AuNP

homogéneas y del diametro esperado.
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4.2. Sintesis de péptidos y caracterizacion de los conjugados

Los péptidos utilizados en este estudio se disefiaron a partir de los estudios realizados
por Soto y colaboradores los cuales apuntan a la regién 17-21 (17LVFFA21) de AB
como el niicleo hidrofobico a partir del cual se produce la autoagregacién por lo que,
empleando como base esta secuencia de autoreconocimiento, se desarrollaron péptidos
de elevada selectividad y afinidad capaces de inhibir la formaci6n de depésitos toxicos
de AP v desagregar los depésitos ya formados (Bieler y Soto, 2004), basando el disefio
en el hecho de que los aminoacidos hidrofébicos leucina y fenilalanina ubicados en las
posiciones 17, 19, y 20 de AP parecen jugar un papel importante en el reconocimiento €
interaccién AB-AP y no asi la valina en posicién 18, que solo estabilizaria los agregados
formados. Asi, debido a la poca importancia que la valina (de la region 17-21) tiene
respecto al reconocimiento y anclaje de A, la secuencia del péptido disefiado por Soto
y col, contemplé el reemplazo de este aminodcido por prolina, ya que su capacidad
disruptora de configuraciones p por excelencia permite no sélo impedir la agregacién de
A sin afectar el proceso de anclaje, sino también evitar la posible autoagregacion del
péptido disefiado o su participacién como micleo de agregacion. Consecuentemente con
lo anterior, estudios de estructura-actividad realizados con los péptidos desarrollados por
Soto confirman que los aminodcidos prolina y fenilalanina ubicados en las posiciones 2
y 3 del péptido juegan un papel importante en la actividad de estos péptidos (Bieler y
Soto, 2004), informacién que se suma a estudios previos que sefialan al aminodcido
fenilalanina en la posicién 19 (equivalente a la posicién 3 del péptido inhibidor), como

un aminoécido critico en la interaccién AB-AP y formacién de amiloide. Finalmente, el
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disefio de los péptidos considerd el aumento de la solubilidad adicionando aspartico al
extremo C-terminal debido a su cardcter polar y considerando mejorar las propiedades
farmacocinética del péptido, se disminuyé levemente la protedlisis fisiologica a través
de la amidacion C-terminal de estos péptidos dando lugar al péptido de sintesis
LPFFDNHs, el cual fue denominado disruptor de laminas p.

Las caracteristicas que presentan separadamente las AuNP y los péptidos disruptores de
laminas B como LPFFDNH; podrian fusionarse a través de la conjugacion de ambas
sustancias permitiendo obtener un conjugado selectivo, estable, y con la capacidad de
absorber y ceder la energia proveniente de un CMO a nivel local, donde la capacidad de
absorber y ceder energia localmente estarfa dada por las AuNP, la selectividad por

Ap cstaria dada por el péptido LPFFDNH,. La estrategia utilizada para la conjugacién
de los péptidos a las AUNP se basa en la interaccién que presenta el grupo tiol, presente
en la cistefna de 1a posicién N terminal, con el oro. Es sabido que los grupos ti6licos y el
oro reaccionan espontineamente para formar un enlace de cardcter covalente (Levy y
col, 2004; Zhu y col, 2003), por lo que basados en este conocimiento, el proceso de
conjugacién AuNP-péptidos se llevé a cabo modificando el péptido LPFFDNH2
mediante la adicion de una cisteina en la posicién N-terminal (CLPFFDNH2), debido a
que la presencia del grupo tidlico en la cadena lateral de este aminodcido (Levy y col,

2004) permite la  interaccién entre este grupo y las  AuNP
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(Figurag).
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Figura 8: Representacion esquemética del origen de los agregados de Ab. El reconocimiento entre el
conjugado AuNP-INH y Ap estaria dado por los amino4cidos encerrados en recuadros rojos.

Como se observa en la figura 9 la carga negativa del grupo carboxilico presente en el
residuo aspartico a pHs cercanos al fisioldgico puede conferir cargas negativas a las
AuNP, y en consecuencia la estabilidad, al conjugar el péptido modificado

CLPFFDNH?2 (el cual denominaremos inhibidor) a éstas.

LT O

Figura 9: Representacion de una AuNP conjugada a INH y las cargas esperadas a pH acido y basico. Los

circulos rojo y azul representan el lugar donde se espera la aparicion de la carga negativa y positiva
respectivamente.
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La estabilidad de los conjugados presentes en condiciones fisiologicas determinara en
gran medida el avance o retroceso que se logre en el desarrollo de esta nueva estrategia
terapéutica. Por este motivo, en nuestro laboratorio se sintetizaron junto con el inhibidor
(INH), otros 2 isomeros de este, los cuales solo difieren en la posicién del aspartico. Las
secuencias de los isomeros 1 (i1) y 2 (i2) son CDLPFFNH2 y CLPDFFNH2
respectivamente. El estudio de la estabilidad y afinidad por AP de los conjugados con
estos tres péptido ya fue comprobado, siendo parte de la Tesis de pregrado para la
obtencién del titulo de Quimico Farmacéutico de Elfas Medina (Medina, 2006.) Como
ya se menciono anteriormente, este seminario de titulo tiene como objetivo realizar
estudios de estabilidad y afinidad por AP de los mismos conjugados solo que en este
caso, estos se encuentran marcados fluorescentemente para posteriores aplicaciones ex
vive e in vivo. Por lo tanto en este caso especifico durante el proceso de sintesis de los 3
péptidos, se acoplo un fluoroforo a nivel de las cisterna mediante un enlace peptidico
entre el grupo amino del amino acido y el carboxilo del fluoroforo, es por este motivo
que se eligieron para el marcaje del peptido la Rodamina B, la cual emite fluorescencia

roja y Carboxifluoresceina que emite fluorescencia verde (Figura 10).
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Figura 10: A) Representacion tedrica de las distancias (lineas azules) entre las cargas negativas de los
distintos péptidos (INH, i2, i1) marcados con el fluoroforo y las cargas negativas de la superficie de las
AuNP. A menor tamaiio de las bandas azules mayor repulsion AuNP-Péptido y por tanto, mayor dificultad
de interaccion. B) Estructura molecular de la Rodamina B. C) Estructura molecular de la
carboxifluoresceina. Ambos fluoroforos presentan un grupo COOH que permite su unién con el grupo
NH, de la cisterna mediante un enlace peptidico.
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La caracterizacion de conjugados AuNP-péptido representa un desafio por no existir
protocolos bien establecidos, motivo por el cual se pusieron a punto protocolos

utilizados en las 4reas de bioquimica, sintesis de péptidos, y sintesis de AuNP.

Caracterizacién por espectrofotometria UV-Visible: Una vez sintetizadas, las AuNP
fueron conjugadas y caracterizadas. Los conjugados de AuNP con péptidos marcados
con Rodamina B, mostraron 2 picos maximos de absorbancia (Figura 11), en el caso del
conjugado AuNP-Inh-Rod se apreciaron maximos a 537 y a los 565,5 nm, el conjugado
AuNP-i1-Rod presento sus méaximos a 538,5 y 567 nm, y en cuanto al conjugado AuNP-
i2-Rod, este presento sus maximos de absorbancia a los 535,5 y 565,5 nm.

En relacion a los conjugados de AuNP con péptidos marcados con Carboxifluorosceina,
estos también mostraron dos maximos de absorbancia (Figura 12), en el caso del
conjugado AuNP-Inh-CF se observaron méximos a 467 y a 497 nm, el conjugado
AuNP-i1-CF presento maximos a los 469 y 496,5 nm, y en cuanto al conjugado AuNP-
i2-CF, este presento maximos a los 467 y 496 nm.

Este cambio en el maximo de absorci6n en los seis conjugados respecto al observado en
las AuNP sin recubrir se deberia al cambio ocurrido en la superficie de la particula
producto de la conjugaci6n, que genera un cambio en el indice de refraccién (Daniel y

col, 2004).
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Figura 11: Curva de absorbancia UV-Visible de los conjugados marcados con Rodamina B. En los 3
espectros se observan maximos a los 536 y 567 nm aproximadamente, lo cual indicaria un cambio en la
superficie de la particula debido a la unién del péptido.
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Figura 12: Curva de absorbancia UV-Visible de los conjugados marcados con carboxifluoresceina. En
los 3 espectros se observan maximos a los 467 y 497 nm aproximadamente, lo cual indicaria un cambio en
la superficie de la particula debido a la union del péptido.
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Caracterizacion por TEM: Al analizar las imagenes de los 6 conjugados, se observo
que en todos los casos las AuNP conservaban su esfericidad, no se agregaban
posiblemente debido a la repulsion de carga y presentaban un didmetro aproximado de
12 nm. Especificamente el diametro calculado del conjugado AuNP-Inh-Rod fue de 12.4
nm + 2 nm (Figura 13), en el caso de AuNP-il-Rod fue de 13.2 nm + 1.8 nm (Figura
14) y en el caso de AuNP-i2-Rod fue de 10.2 nm + 2.1 nm (Figura 15). En cuanto a los
conjugados marcados con CF se obtuvieron los siguientes diametros: El de AuNP-Inh-
CF fue de 13.2 nm + 1.2 nm (Figura 16), el de AuNP-il-CF fue de 13.6 nm + 2.1 nm

(Figura 17) y en el caso de AuNP-i2-CF fue de 13.6 nm + 1.6 nm (Figura 18).
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Figura 13: Caracterizacion conjugado AuNP-Inh-Rod. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a
20000X. B) Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia mas alta a los 6,2 nm
de radio. C) Grafico de factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1
cuando se trata de una circunferencia perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctian entre 0,9 y 1
por lo que las AuNP mantienen su esfericidad luego de ser conjugadas con Ihn-Rod.
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Figura 14: Caracterizacion conjugado AuNP-il-Rod. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a 20000X. B)
Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia més alta a los 6,6 nm de radio. C) Grafico de
factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se trata de una circunferencia
perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctian entre 0,9 y 1 por lo que las AuNP mantienen su esfericidad

luego de ser conjugadas con il-Rod.
B
il ‘
O

RO

”‘lll..._ |

T
Radio promedio (nm)

R

Redio praredo ()

Factor de esfericidad

Figura 15: Caracterizacion conjugado AuNP-i2-Rod. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a 20000X. B)
Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia mas alta a los 5,2 nm de radio. C) Grafico de
factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se trata de una circunferencia
perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctian entre 0,9 y 1 por lo que la mayoria de las AuNP mantienen su
esfericidad luego de ser conjugadas con i2-Rod, sin embargo hay un numero importante de nanoparticulas que
presentan un factor d esfericidad cercanos a 0,7, lo que indica que han perdido sus caracteristicas esféricas.
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Figura 16: Caracterizacion conjugado AuNP-Inh-CF. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a 20000X. B)
Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia mas alta a los 7,0 nm de radio. C) Grafico de

factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se trata de una circunferencia

perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctiian entre 0,95 y 1 por lo que las AUNP mantienen su esfericidad

luego de ser conjugadas con Thn-CF.
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Figura 17: Caracterizacion conjugado AuNP-i1-CF. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a 20000X. B)
Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia mas alta a los 7,0 nm de radio. C) Grafico de
factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se trata de una circunferencia
perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctian entre 0,93 y 1 por lo que las AuNP mantienen su esfericidad
luego de ser conjugadas con il-CF.
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Histograma del radio promedio del conjugado, obteniendo la frecuencia mas alta entre los 6,8 y 7,2 nm de radio. C)
Grafico de factor de esfericidad versus radio promedio, el factor de esfericidad es igual a 1 cuando se trata de una

su esfericidad luego de ser conjugadas con i2-CF.

La importancia del tamafio de los conjugados radica en el uso terapéutico que se les

pretende dar, siendo evidente el impacto que éste tendra en los procesos de absorcion,

Figura 18: Caracterizacion conjugado AuNP-i2-CF. A) Imagen del conjugado tomada mediante TEM a 20000X. B)

circunferencia perfecta. En la mayoria de los caso los valores fluctiian entre 0,95 y 1 por lo que las AuNP mantienen

distribucion, metabolismo y excrecion que, supeditados a la via de administracion,

permitiran a los conjugados alcanzar la diana terapéutica.

Electroforesis: Como se aprecia en la figura 19, los 6 conjugados migran hacia el polo

positivo al ser sometidos a campos eléctricos. Esta movilidad electroforetica que

s€

observa en los conjugados se debe a que los péptidos Inh, il e i2 poseen una carga
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negativa producto de la perdida del protén del grupo carboxilo (COO-) presente en el
aspartico a ph 8 (condiciones de la corrida electroforética). En cambio las muestras de
AuNP sin conjugar no migran debido que se agregan en las condiciones de corrida ya
que dichos agregados quedan en la posicion de siembra sin poder difundir a través de los

poros del gel por sus grandes tamafos.

Figura 19: Electroforesis en gel de agarosa de AuNP y los respectivos conjugados marcados
fluorescentemente con Rodamina B o Carboxifluoroceina. Notese que los conjugados migran al polo

positivo debido a la carga negativa presente en el COO- del aspartico.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir en forma general que la adicion
del fluoroforo al conjugado a nivel de la cisterna, no afecta la estabilidad de complejo ya
que no se observa agregacion ni precipitacion con el tiempo, lo cual permitiria la

utilizacion de estos conjugados para futuros estudios ex vivo e in vivo.

48




4.3 Interaccién de AuNP-Péptido con APi4: La evaluacion de esta interaccion
requiere de la elaboracién de fibras de AP a partir de especies monoméricas solubles de
este péptido, ya que de lo contrario, el ensayo es poco reproducible debido a que el Af
adquirido en ¢l comercio tiende a formar especies oligoméricas de bajo peso molecular
durante su almacenamiento, que no necesariamente terminan formando fibras amiloides.
Asi, Ap fue preparado de acuerdo a protocolos bien establecidos como el descrito por
Zagorsky (Bitan y Templow, 2005) en donde AP es tratado con sustancias que no
afectan su estructura primaria, tales como el 4cido ftrifluoracético y agentes
desestructurantes como el hexafluorisopropanol, dando asi lugar a la formacién de la
especie monomeérica de Ap.

Como antecedente del presente experimento solo se cuenta con la tesis de pregrado para
obtener el titulo de Quimico Farmacéutico de Elias Medina, en la cual €] demostré la
unién especifica de los conjugados AuNP-Inh, AuNO-il e AuNP-i2 a fibras AP, por
lo que en este apartado se busca determinar si es que el fluoroforo afecta de alguna
forma la uni6n entre los distintos conjugados y la fibras APj42. A diferencia del trabajo
anterior en que solo se evalud la interaccién de los conjugados (sin fluoroforo) a fibras
ApBy.42, mediante la incubacion del conjugado con el APy durante todo el proceso de
formacién de fibras (7 dias), en este trabajo aparte de realizar ese mismo experimento

con los conjugados de los péptidos marcados, también se estudio la interaccién de los
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conjugados con fibras maduras que luego de 7 dias de crecimiento fueron incubadas por
48 horas con los mencionados conjugados.

En la figura 20 obtenida mediante TEM se puede apreciar que los seis conjugados en
estudio presentan afinidad por las fibras APz cuando son incubados durante todo el
proceso de formacién de fibras, en cambio no se aprecia esta interaccién cuando las
AuNP solas son incubadas durante todo el proceso de formacién de fibras, lo cual
indica que la interaccién se debe a la presencia del péptido y no es debida a una
interaccién entre cargas opuestas entre las AuNP y las fibras, sin embargo como se
expuso anteriormente es posible que esta interaccién se vea facilitada por el proceso de
formacion de fibras en si, lo cual podrfa producir un atrampamiento del conjugado entre
las fibras que se estan formando. Por lo tanto se realizé el mismo experimento solo con
la diferencia que los conjugados fueron incubados durante 48 horas con fibras ya
formadas, asi de esta forma se elimina la posibilidad de que la interaccién se vea

facilitada por el proceso de formacion de fibras. Al analizar los resultados arrojados por

TEM (Figura 21) se aprecia de todas formas que los seis conjugados interaccionan con
las fibras APz ya formadas, a diferencia de las AuNP solas que no interaccionan con

las fibras (Figura 21, imagen G), esto demuestra que la interaccién conjugado fibra esta

dada tinicamente por la unién del péptido a la fibra.




Figura 20: Interaccion fibras AB,_4; — conjugados incubados durante todo el proceso de formacion de fibras (7 dias).
Cada imagen esta tomada con una magnificacion de 20000X y dependiendo de la foto las fibras estan interaccionando
o no con: A) AuNP-Inh-ROD, B) AuNP-i1-ROD, C) AuNP-i2-ROD, D) AuNP-Inh-CF, E) AuNP-il-CF, F) AuNP-i2-
CF, G) AuNP y H) Fibras solas. Como se aprecia en la figura, todos los conjugados interaccionan con las fibras, en
cambio las AuNP no, lo que indica que la interaccion fibra-conjugado es a través de los péptidos.

Figura 21: Interaccion fibras A4, — conjugados incubados durante 48 horas una vez que las fibras ya estaban
formadas. Cada imagen esta tomada con una magnificacion de 20000X y dependiendo de la foto las fibras estan
interaccionando o no con: A) AuNP-Inh-ROD, B) AuNP-il-ROD, C) AuNP-i2-ROD, D) AuNP-Inh-CF, E) AuNP-il-
CF, F) AuNP-i2-CF, G) AuNP y H) Fibras solas. Como se aprecia en la figura, todos los conjugados interaccionan
con las fibras, en cambio las AuNP no, lo que indica que la interaccion fibra-conjugado es a través de los péptidos.
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A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que el fluoroforo unido al péptido
no afecta su interaccién por las fibras APisz, por lo que es posible utilizar estos
conjugados en futuros estudios ex vivo e in vivo. Por otra parte, las AuNP conjugadas
con los isémeros i1 e i2, tanto los marcados con rodamina como con CF, muestran
también afinidad por las fibras de ABi2, sugiriendo que la afinidad de los ismeros de
Inh no depende de la secuencia, sin embargo, habria que determinar el grado de union de
estos conjugados con las fibras amiloides, siendo este un topico atn por explorar.
Posiblemente la interaccion de il e i2 (CDLPFFNH2, CLPDFFNH2 respectivamente) se
deba a Ia presencia de los residuos de leucina y fenilalanina que permiten la adhesién del
péptido a las moléculas de A4z pertenecientes a las fibras amiloides, en especial en il

que conserva la secuencia LPFF.

4.4 Biodistribucién del conjugado AuNP-Inh-Rod en Ratas: Como ya se
mencioné en los métodos, un primer paso para determinar la biodistribucién de los
conjugados fue inyectar via intraperitoneal en ratas el conjugado AuNP-Inh-Rod, para
posteriormente realizar un andlisis cualitativo de la distribucion mediante la observacion
de presencia de fluorescencia dada por la Rodamina B, y un analisis cuantitativo

mediante la medicién de la cantidad de oro presente en cada 6rgano.
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En cuanto a los resultados cualitativos podemos observar en la figura 22 que en tanto en
el cerebro como en el higado y rifion se observa fluorescencia, lo cual indicaria que el
conjugado es capaz de ingresar a estos tres 0rganos y permancce ahi por lo menos hasta
2 horas luego de la inyeccién. Como era de esperar y confirmando los antecedentes
expuestos anteriormente (Moghimi y col., 1993), el conjugado tiende a concentrarse
mayormente en el higado ya que se observa una gran fluorescencia en el tejido hepatico
1y 2 horas luego de la inyeccion. En relacién a los resultados observados en el rifién, se
puede apreciar que tanto a la hora como a las 2 horas existe fluorescencia, siendo es
mayor a la hora lo que indicarfa que existe una disminucion progresiva de la cantidad de
conjugado en el 6rgano a las 2 horas. En el caso del cerebro, se aprecia fluorescencia
tanto a la hora como a las 2 horas de haber inyectado el conjugado, sin embargo es
mucho menor que en el resto de los tejidos, lo cual era lo esperado segiin los
antecedentes, sin embargo lo importante es que un porcentaje no despreciable del

conjugado es capaz de cruzar la BHE e ingresar al cerebro.
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Rifién Higado
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Figura 22: Analisis cualitativo de biodistribucion y cruce de la BHE. En los tres drganos se aprecia
fluorescencia tanto a la hora como a las 2 horas luego de la inyeccion, la cual es debida a la rodamina
unida a la cisteina del péptido, lo que indica la presencia del conjugado en los tejidos. Las imagenes
fueron tomadas a una magnitud de 40X.

La figura 23, muestra la relacién masa de oro/ Kg de tejido en funcion del tiempo luego
de la inyeccion. Se aprecia que en los tres 6rganos existe un incremento de la cantidad
de oro en relacion al tiempo luego de la inyeccion, confirmando los resultados
cualitativos mencionados anteriormente. Al igual que el experimento anterior y
confirmando antecedentes previos, el higado es el oOrgano que presenta mayor
concentracion de conjugados. Los resultados obtenidos en rifion muestran una mayor
cantidad de conjugado comparado al cerebro, sin embargo esta diferencia no parece
significativa como hubiésemos esperado en base a los estudios cualitativos.
Posiblemente esto es debido a que la concentracion de conjugado inyectada es muy baja

(1nanomolar) por lo que la cantidad de oro en los 6rganos es muy cercana al limite de
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deteccion. A pesar de esto es posible demostrar la presencia de conjugados de oro en el
cerebro de las ratas, por lo tanto este complejo debiera tener la capacidad de atravesar al

BHE.
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Figura 23: Grafico pg de oro/ Kg de tejido versus el tiempo luego de la inyeccion. En los tres drganos se
aprecia un aumento de oro luego de la inyeccion del conjugado, como es de esperar la concentracion es
mayor en el higado. La cantidad de oro es muy similar en el rifion y el cerebro.

4.5 Biodistribucién y paso a través de la BHE de AuNP- CYI'*;

Este experimento al igual que el anteriormente descrito, busca determinar la
biodistribucion de las nanoparticulas en diversos organos y su paso a través de la BHE.
En este caso especifico aparte de de las mediciones de biodistribucion y paso de las
AuNP a través de la BHE, se analizé los niveles de radioactividad en el suero y la sangre

utilizando nanoparticulas asociadas a un pequefio peptido radioactivo. Esto altimo nos
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permite determinar si las células sanguineas fagociticas incorporan las nanoparticulas lo
cual constituye un gran problema para este proyecto. Segin los antecedentes
disponibles, la cantidad de nanoparticulas que interacciona con las células sanguineas
es muy baja, y solo un porcentaje pequefio penetra a estas células mediante un
mecanismo que no se a determinado aun, distinto a la fagocitosis y endocitosis (Rothen-
rutishauser y col, 2006; Huang y col, 2005).

Para realizar el marcaje con radioactividad de la AuNP-CY se utilizo el método de
Cloramina T descrito por Greenwood y colaboradores en 1963, el cual se basa en el uso
de la cloramina T como agente oxidante del [I125] Ioduro de Sodio, lo que produce un

desplazamiento del grupo OH- de la tirosina por parte del 1'* (Figura 24).
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Figura 24: La presente figura esquematiza el método de Cloramina T, la cual oxida el Ioduro de Sodio
desplazando el OH" de la tirosina mediante la formacion de NaOH permitiendo al I'** ocupar su lugar.

Al analizar los resultados de la figura 25 la cual muestra la relacion tejido/suero,
obtenido a partir de la division de los valores de cpm por gramos cuantificados en cada
organo y los valores de cpm por pL de suero, versus el tiempo de exposicion luego de la
inyeccion, se puede observar que en los 6 Organos hay presencia de radioactividad. La
relacion tejido/suero nos permite asegurar que la radioactividad medida se encuentra en

el 6rgano y no en los vasos sanguineos que lo rodean.
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Los érganos en los cuales se cuantifico mayores niveles de radioactividad fueron el
higado y ¢l bazo, con la diferencia que en el higado la radioactividad medida se mantuvo
constante en los Gltimos puntos mientras que en el bazo, éste mantuvo un aumento
progresivo de la radioactividad en el tiempo. En cuanto al rifién y el pulmon, estos
6rganos presentan de igual forma altos niveles de radioactividad, la cual en ambos casos
alcanza su maximo aproximadamente a los 13 minutos de exposicion, para luego
comenzar a decaer. Por ultimo en el caso del corazén y del cerebro, en ambos érganos
los niveles de radioactividad medidos fueron menores en comparacion al resto pero de
todas formas presentan niveles mayores. La radiactividad medida en el corazon alcanzd
un maximo a los 5 minutos para luego disminuir manteniéndose constante en los ltimos
puntos. En el caso especifico de cerebro, éste al ser el érgano blanco en una futura
terapia por lo tanto el mas importante en nuestro estudio sera analizado por separado

utilizando la figura 26.
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Figura 25: Este grafico indica la radiacion presente en cada 6rgano, luego de distintos tiempos de exposicion después
de haber inyectado las nanoparticulas radioactivas. La radioactividad final fue calculada empleando la relacion
tejido/suero para asi asegurar que la medicion correspondiera solo a las nanoparticulas que ingresaron al 6rgano y no
aquellas que se encuentran en los vasos sanguineos alrededor de éste.
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Como se aprecia en la figura 26 hay un aumento progresivo de la radioactividad en el
cerebro, lo cual indica que las AuNP son capaces de atravesar la BHE y permanecen en

el cerebro por un tiempo considerable.
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Figura 26: Valores de radioactividad de la relacion cerebro/suero versus el tiempo de exposicion luego
de la inyeccion. En el grafico se observa un aumento de los valores de C/s a mayores tiempos de
exposicion lo que indica que existe acumulacion de nanoparticulas en el cerebro, por lo tanto éstas
debieran ser capaces de atravesar la BHE.

Como se menciond en los anteriormente es muy importante determinar si las AuNP se
unen o no de alguna u otra forma a las células sanguineas o permanecen libres en el
suero sanguineo, para responder a esta pregunta se determind el porcentaje de
radioactividad segun la dosis inyectada por mL de suero y de sangre total. Al analizar la
figura 27 se puede apreciar que en todos los puntos medidos el porcentaje de

radioactividad en el suero es mayor que en la sangre por lo que las AuNP permanecen en
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su mayoria libres en el suero, si embargo, el aumento de la radioactividad en el suero en
comparacion a la sangre no es considerablemente mayor lo cual se debe posiblemente a
que un porcentaje de las AuNP se une de alguna u otra forma a las c¢lulas sanguineas,
pero estos valores estan dentro de los médrgenes esperados ya que es muy dificil que

alguna droga o molécula no interaccionen con las células sanguineas.
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Figura 27: Logaritmo del porcentaje de la dosis inyectada por mL de sangre o suero versus el tiempo
experimental luego de la inyeccion. Al analizar el grafico se puede apreciar que el porcentaje en el suero
siempre es mayor en comparacion a la sangre lo cual indica que las AuNP permanecen libres en su
mayoria y no se unen de algiin modo u otro a las células sanguineas.

En resumen, la biodistribucion tanto de las nanoparticulas como de todo el conjugado,
muestra que estas tienden a acumularse mayormente en el higado y el bazo tal como esta
descrito en la literatura, y en menor medida en el resto de los 6rganos, especialmente en
el cerebro donde la acumulacion de estas particulas metalicas es muy baja. Por lo tanto
sera necesario en un futuro buscar una estrategia para disminuir la acumulacion de estas

particulas en 6rganos no deseados y aumentarla en el 6rgano blanco siendo este caso el

cerebro.
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5. DISCUSION.

El analisis de los resultados muestra que los 6 conjugados en estudio tienen la capacidad
de unirse a las fibras AP, a través de una interaccion especifica tanto con el péptido
inhibidor como con los isomeros. Esta interaccion se produce en la region hidrofobica
del dominio N-terminal de la proteina AR (aminoécidos 17-21: LVFFA), la cual es clave
en al formacién de la estructura B de la proteina. De acuerdo a los antecedentes
obtenidos de la literatura la interaccion péptido inhibidor-fibras es del tipo hidrofobica,
lo cual fue demostrado reemplazando los residuos hidrofobicos por hidrofilicos en la
region interna del AP dificultando la formacion de fibras (Hilbich y col, 1992).
Respaldando o anteriormente mencionado, estudios de modelamiento molecular de la
interaccién entre la estructura tri-dimensional del Apj4o y el péptido inhibidor (sin la
cisteina), sugieren que este péptido interacciona de forma antiparalela con un bolsillo
hidrofobico en el dominio central del Ap.

Tomando en cuenta que los tres péptidos utilizados son capaces de interaccionar con las
fibras, sin importar la posicién del Aspartato en el péptido, por lo que es posible sefialar,
que esta interaccion hidrofobica no esta mayormente condicionada a la secuencia del
péptido sino mas bien a la naturaleza de los aminoacidos que lo componen. Existen
varios resultados que sugieren que la Prolina y la fenilalanina, juegan un rol fundamental
en la actividad disruptoras de lamina p del péptido inhibidor. Anteriormente ya se habfa

demostrado que la secuencia 17-21 del AP y en particular la fenilalanina en la posicion
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19 (equivalente a la Phe? del inhibidor, sin considerar a la cisterna), son indispensables
para la interaccién AB-AP y la formacién del amiloide. (Soto y col, 1995; Hilbich y col,
1992; Tjemberg y col 1996; Wood y col, 1995). Es sabido que tanto las dos
fenilalaninas como la leucina son responsables de la de la afinidad del péptido por el Af,
y como ya se menciond la prolina no juega un rol fundamental en Ia union del péptido al
A, pero es muy importante en la actividad inhibidora de la formacion de fibras que
posee ¢l péptido inhibidor. Por lo tanto, debido a que la uni6n del petido a la fibra esta
dada preferentemente por la presencia de los aminoécidos fenilalanina y leucina en los
péptidos, la adicién de la cisteina en el extremo amino no afecta la interaccion péptido-
fibra.

En el caso especifico de este seminario de titulo uno de los objetivos fue determinar si la
adicion de un determinado fluoroforo al conjugado impediria de alguna forma la unién
de todo el complejo a las fibras AP. En relacion a esto, uno de los posibles problemas a
los cuales nos podiamos enfrentar era la posibilidad de que tanto la Rodamina B como la
Carboxifluorosceina inhibieran la interaccién mediante impedimento esterico, es decir,
debido al tamafio de estos fluoroforos, 443 y 520 gr/mol respectivamente, podrian
interponerse entre el péptido (740,89 gr/mol) y las fibras de AP, lo cual no es asi segiin
los resultados obtenidos, posiblemente debido a que los fluoroforos unidos al grupo
amino de la cisteina a través de un enlace peptidico no son lo suficientemente grandes
para “bloquear” a las dos fenilalaninas que se encuentran en el otro extremo del péptido
y como ya se dijo son los aminodcidos que otorgan la afinidad del péptido por las fibras

AB.
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En relacién a la estabilidad del conjugado, esta no se vio afectada por la presencia del
fluoréforo, ya que como se puede ver en las imdgenes obtenidas mediante TEM, las
nanoparticulas se mantienen sin agregarse (Figua 20 y 21} presentando una carga neta
negativa dada por el aspartato desprotonado, lo cual se puede apreciar en la figura 20.
Por lo tanto, de acuerdo a lo discutido hasta ahora, los conjugados marcados tanto con
Rodamina B como con Carboxifluoresceina podran ser utilizados para futuros estudios
ex vivo € in vivo.

Desde luego ¢l uso de estos fluoroforos es solo para facilitar posteriores estudios ex vivo
e in vivo que nos permitan determinar la biodistribucién del conjugado, su paso a través
de la BHE y por supuesto su afinidad por placas amiloides. Especificamente, es este
{iltimo punto el que le otorga la importancia a este estudio, ya que en futuros estudios in
vivo de especificidad del conjugado por las placas amiloides, hay que descartar de
antemano que el fluoroforo afecte dicha interaccion.

En cnanto a los experimentos de biodistribucion realizados en la presente memoria, se
observé acumulacién de nanoparticulas, tanto de las marcadas con Rodamina como con
1125, principalmente en los 6rganos pertenecientes al sistema retfculoendotelial como
son ¢l higado y el bazo, lo cual era esperable segin los antecedentes descritos en la
literatura ([llum y col, 1987; Gref y col, 1995; Panagi y col, 2001). Es importante
mencionar que el sistema reticuloendotelial, es parte del sistema inmune, y consiste en
células fagociticas localizadas en tejido cognitivo reticular. Estas células se acumulan en
nodos linfaticos y el bazo. Las células de Kupffer del higado también forman parte de

este sistema. Esta acumulacion de las nanoparticulas en los érganos pertenccientes al

sistema reticuloendotelial, esta relacionado de cierta forma al proceso de opsonizacion




que ocurre en la sangre, donde las nanoparticulas son recubiertas con proteinas
opsoninas, haciéndolas mas detectables para las células fagociticas. Luego de la
opsonizacion, ocurre la fagocitosis, produciendo la remocién de las nanoparticulas del
torrente sanguineo. La célula fagocitica se une a la nanoparticula por medio de las
opsoninas pegadas a la superficie de esta. Por lo tanto si se evitara la union de las
opsoninas a la superficie de la nanoparticula, las células fagocitas no podrian reconocer
a estas particulas como un agente extraiio.

La importancia del estudio de Ia distribucion de las AuNP en los distintos tejidos se debe
a su esperado uso en biomedicina, ya que es primordial que las AuNP lleguen al 6rgano
blanco y no produzcan toxicidad en los tejidos donde se acumulan, siendo este ultimo
punto parte de firturos estudios.

Se tienen antecedentes que las nanoparticulas son secuestradas rapidamente en cuestion
de minutos por células fagociticas mononucleares que se concentran en el higado y el
bazo (Illum y col., 1987; Grez y col., 1995; Panagi y col., 2001). Se ha demostrado que
el tamafio de las particulas juega un rol clave en la biodistribucion final y en el tiempo
en que permanecen en la sangre. Por ejemplo moléculas que presentan un peso
molecular menor que 5000 kDa, o incluso mayor pueden ser removidas por el cuerpo via
el sistema renal. En el caso de partfculas mas grandes que no pueden ser removidas
mediante el sistema renal, se ha demostrado que si las mismas presentan un radio
hidrodindmico mayor a 200 nm se excretan del organismo mas rapidamente que las
particulas con un radio menor a 200 nm (Moghimi y col., 1993).

Otra posible explicacién que la dependencia del tamafio en la biodistribucion tenga que

ver con un simple efecto de filtracién, donde las particulas mds grandes son removidas
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por el bazo y el higado répidamente, mientras que las particulas mds pequefias van
directamente a la medula 6sea (Moghimi y col., 1993). Sin embargo la razon exacta de
esta dependencia en el tamafio no ha sido aun claramente elucidada.

En cuanto a la biodistribucion de nanoparticulas, existen un gran niimero de datos
conflictivos en la literatura, y debido a la falta de estudios de ayuden a comprender los
factores involucrados a lo largo de diversos modelos animales o a la variabilidad
observada en los materiales y polimeros utilizados para realizar estos estudios, muy poco
se ha podido establecer con real certeza sobre cual de estos pardmetros afectaria
finalmente la biodistribucién de las nanoparticulas (Porter y col., 1992; Huater y
Moghimi, 2002). Por lo tanto, no es posible predecir la biodistribucion que presentaran
las AuNP de 10 nm y menos del conjugado debido a los antecedentes ya mencionados,
ademas no existen estudios concluyentes que indiquen una tendencia de biodistribucion
y cruce de la BHE por parte de las particulas utilizadas en este proyecto.

Como se vio en los resultados del apartado 4.4 y 4.5, la cantidad de conjugado marcado
con rodamina B como la de nanoparticula marcada con 1125 respectivamente, que lego
finalmente al cerebro es muy baja, lo cual se debe principalmente a que las AuNP son
captadas por el sistema reticuloendotelial u opsonizadas , por lo que se hace necesario
para la mejora de este proyecto buscar una forma de evitar la accién fagocitica del
sistema reticuloendotelial y del proceso de opzonizacién. Desgraciadamente no existen
métodos que sean capaces de evitar el proceso de opzonizacion y a la accidn del sistema

reticuloendotelial por completo, pero en los ultimos 30 afios se han desarrollado

técnicas que permiten enlentecer estos procesos (Roser y col, 1998).




Estudios han demostrado que particulas neutras estdn menos expuestas al proceso de
opsonizacion y a la accion del sistema reticuloendotelial, en comparacién a las particulas
cargadas (Roser y col, 1998), por lo que un método muy usado para disminuir la accién
de estos procesos, se basa en la fijacién por absorcién de grupos que bloqueen las
interacciones electrostaticas e hidrofobicas a la superficie de la particula. Dentro de
todos los grupos testeados, el que presenta mayor efectividad es el polietilenglicol, PEG,
el cual es un polimero muy flexible y altamente hidrofilico, que es capaz de proteger a
particulas hidrofobicas o cargadas de la accién de las proteinas presentes en la sangre. El
PEG hidrata a la particula mediante la atraccién de agua, formando una capa que evita [a
adhesion de opsoninas y que protege a la particula de la accién del sistema
reticuloendotelial. Tomando en cuenta estudios que indican que a 24 horas de haber
inyectado particulas con PEG, solo el 40% de éstas se encontraron en el higado y que en
el caso de las particulas sin PEG un 90% del total se encontraba en el higado solo 3
minutos después de haberlas inyectados (Peracchia y col, 1999), es altamente necesario
que en una préxima etapa del proyecto se realicen estudios in vive utilizando conjugados
que también posean el polimero PEG.

A pesar de que no se observd de forma tan notoria como en el resto de los érganos, la
presencia de AuNP en el cerebro, ya sea mediante la medicién de fluorescencia dada por

I'® unido a la tirosina o

la Rodamina B o la cuantificacion de radiactividad del
directamente mediante la cuantificacién de oro por I[CP-MS, demuestra que este tipo de
nanoparticulas es capaz de atravesar la BHE.

La base principal de la BHE son las células endoteliales especializadas en la

microvasculatura cerebral, la cuales interactian con la glia. Entre las propiedades
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exclusivas que poseen estas células endoteliales podemos mencionar la existencia de
“ensamblajes” fuertes entre las células, donde los espacios entre estos “ensamblajes™
son de aproximadamente de 4 nm (Kniesel y Wolburg, 2000). Por lo que las AuNP para
poder ingresar al cerebro, probablemente pasan por la membrana de las células
endoteliales y no entre ellas. La penetracion de moléculas hacia el cerebro esta
estrechamente relacionada a su solubilidad lipidica y a la capacidad que posean de para
pasar a través de la membrana plasmética de las células que forman la BHE (Stewart,
2000). Sin embargo este no es el caso de las AuNP, debido a que estas particulas so
altamente solubles en agua. Mas agn, las células del cerebro no realizan pinocitosis, por
lo que las AuNP deben ingresar al cerebro por alguna otra via. En el sistema nervioso
central maduro, espinal y ganglios auton6micos, como en otros sitios dentro del cerebro
llamados 6rganos cincunventriculares, no hay presencia de la BHE (Spencer, 2000). La
discontinuidad de la BHE permite la entrada al cerebro de la drogas anti-cancerigena
doxorubicina. Probablemente, nanoparticulas como las AuNP adoptan este mismo

método para atravesar la BHE sin afectar su permeabilidad.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente memoria, los objetivos propuestos
se cumplieron totalmente, ya que se determind in vitro, que los conjugados AuNP-
péptido, luego de ser marcados con un fivoroforo como la Rodamina B o la
Carboxifluoresceina, mantienen su estabilidad y afinidad por fibras Ap. En relacién a los
conjugados utilizados en este estudio, serd necesario realizar experimentos in vitro que
permitan determinar cuantitativamente cual de estos es €l que se une mejor a las fibras

AB obtenidas comercialmente y experimentos en cortes de cerebro de ratén doble
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transgenico con la capacidad e formar placas amiloides que nos permitan también
determinar cual es el mejor conjugado mediante medicion de la fluorescencia dada por el
fluoroforo.

Una vez que se haya determinado cual de los conjugados presenta mayor afinidad por
las fibras AP, se podrén realizar estudios més minuciosos de biodistribucion los cuales
se veran facilitados por la presencia del fluoroforo. De todos modos también sera
necesario realizar mas estudios de biodistribucion utilizando otro tipo de técnicas que
nos permitan cuantificar solo las AuNP sin ser conjugadas, ya que en la actualid

ad no existe un estudio serio sobre la biodistribucion de estas nanoparticulas y su paso a
través de la BHE.

Por ultimo es importante recalcar, que gracias a los resultados obtenidos en la primera
parte de este seminario de titulo se pudo avanzar a una segunda etapa del proyecto,
involucrando experimentos i# vivo los cuales arrojaron resuitados muy prometedores.
Los mencionados resultados establecen las bases para el desarrollo de nuevas estrategias
que emplean herramientas nanotecnologicas en el potencial diagnostico y terapia de la

EA
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. Conclusion.

o Los conjugados marcados con Rodamina B o Carboxifluoresceina mantienen
su estabilidad en la fase coloide.

e Los conjugados con Rodamina B o carboxifluoresceina son capaces de unirse
especificamente a las fibras Ap.

e El conjugado AuNP-Inh-Rod es capaz de cruzar la BHE,

¢ AuNP marcada radiactivamente logra atravesar la BHE.
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