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Resumen

En este trabajo se describe la preparacion de nanoparticulas de proteina y oro/proteina a a
partir de un nuevo método que involucra la estabilizacion por radiaciéon ionizante. Estas
nanoestructuras son acopladas al péptido sintético Bombesina-DOTA para direccionarlas hacia
células tumorales con sobreexpresién de receptores afines al mismo. De esta manera, se

obtienen nanosistemas con potencial uso teranéstico.
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ABREVIATURAS

AFM — Microscopia de fuerza atébmica

Alb — Albumina

Alb-NPs — Nanoparticulas de albumina

Albm/Au-NPs — Nanoparticulas oro/albumina con recubrimiento en monocapa
AAIll — Arsenazo Il

Au-NPs — Nanoparticulas de oro

BD — Péptido sintético Bombesina-DOTA

BMPS — 3-(maleimido) acido propidnico N-hydroxisuccinimida éster
BSA — Albumina sérica bovina

CD - Dicroismo circular

CEM - Cromatografia de exclusiéon molecular

CEM G-25 — Cromatografia de exclusién molecular, matriz G-25 (CEM comercial PD-
10)

CEM G-200 — Cromatografia de exclusién molecular, matriz Sephadex G-200
DLS - Dispersion dinamica de la luz

DMF — N,N-dimetilformamida

DOTA - Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N”,N"’-tetraacético
DTNB — Acido 5,5'-Ditiobis (2-nitrobenzoico), reactivo de Ellman

DTT - Ditiotreitol

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

EPR — Efecto de la permeabilidad y retenciéon mejoradas

ESI-MS — Espectrometria de masas de ionizacidn por electrospray

FT-IR — Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

GRPr — Receptor de analogos de gastrina




HNPs — Nanoparticulas hibridas

HSA — Albumina Sérica Humana

ICP-AES - Espectrémetro de Emision Atémica por Plasma de Acoplamiento Inductivo
NCI-H460 — Linea celular cancer de pulmén de células no pequefas
NHS — N-hidroxisuccinimida

NPs — Nanopatrticulas

NSCLC — Linea celular de cancer de pulmén de células no pequefias
ON — Overnight (durante la noche)

PBMC — Células mononucleares de sangre periférica

PBS — Buffer fosfato salino 10 mM, pH 7,4

PB — Buffer fosfato 30 mM, pH 7

PC-3 — Linea celular de cancer de prostata

PEG — Polietilenglicol

PM — Peso molecular

Rpm — Velocidad de centrifugacion (revoluciones por minuto)

LSPR — Resonancia de plasmoén superficial localizada

SCLC - Linea celular de cancer de pulmén de células pequefias
SFB — Suero fetal bovino

SMCC - Succinimidil 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato
SPR — Resonancia de plasmon

TEM — Microscopia de transmision electronica

TRXF — Fluorescencia de rayos X de reflexion total

ZP — Potencial Z
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RESUMEN

En la presente tesis se describe la preparacion de nanoparticulas de Albumina e
hibridas, compuestas de un ndcleo inorganico de oro y recubiertas por una multicapa de
proteina. Dichas nanoestructuras son estabilizadas mediante entrecruzamiento radio-
inducido razén por la cual, se estudia en profundidad el proceso que genera la estabilizacion
durante la irradiacion. Para ello, se evalian detalladamente los radicales que se forman
durante la radiolisis del solvente.

Las nanoestructuras preparadas son extensamente caracterizadas fisica vy
quimicamente, para su posterior conjugacion con el péptido sintético Bombesina-DOTA.
Este simil-péptido, es una herramienta que permite: (i) el direccionamiento hacia células
tumorales con sobreexpresion de receptores con afinidad al mismo y; (ii) la posible
radiomarcacion con isotopos radiactivos de interés en terapia y diagnéstico, a través de la
coordinacion mediada por el grupo DOTA, que forma parte de la estructura del péptido
sintético.

Finalmente, los nanosistemas preparados son evaluados en dos lineas celulares
tumorales, PC-3 (cancer de préstata) y NCI-H460 (cancer de pulmén de células no
pequefias), ambas con sobreexpresion del receptor afin al péptido. Adicionalmente, se
estudia la interaccion de las NPs con células mononucleares aisladas de sangre periférica
humana, principalmente monocitos y linfocitos. Los ensayos in vitro, se realizan de manera
de simular las condiciones in vivo a la que seran expuestos los nanosistemas en futuras
aplicaciones teranosticas.

Como resultado concluyente, los nanosistemas obtenidos con sefial de
direccionamiento fueron capaces de incorporarse de manera significativa en las células
tumorales estudiadas, confirmando su potencial uso como herramienta en terapia y

diagndéstico en Nanomedicina.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Segun las ultimas estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de
Investigacién sobre Cancer (IARC) en base a datos disponibles a nivel mundial para el
afio 2018, Argentina presenta una tasa de incidencia de 212 casos de cancer cada
100.000 habitantes, cifra que la posiciona dentro de los paises del mundo con
incidencia de cancer media-alta (rango 177 a 245,6 por 100.000 habitantes). Esta
estimaciéon corresponde a mas de 125.000 casos nuevos de cancer en ambos sexos
por afio, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. Dichos datos,
son centralizados por el Instituto Nacional del Cancer, dependiente de la Secretaria de
Gobierno de Salud de la Nacién, que es el ente que nuclea la informacion de
incidencia y mortalidad de dicha enfermedad. Segun datos oficiales, el cancer de
mama fue el de mayor magnitud en cuanto a ocurrencia en el 2018: con un volumen
de mas de 21.000 casos al afio, que representando el 17 % de todos los tumores
malignos y casi un tercio de los canceres en mujeres. El cancer colorrectal en ambos
sexos registra aproximadamente 15.692 casos nuevos por afio, concentrando el 13 %
del total de tumores. En los varones, la mayor incidencia esta dada por el cancer de
préstata, con una ocurrencia de mas de 11.000 casos anuales, que representan el 20
% de todos los tumores malignos en varones y 10 % de la totalidad de canceres
registrados en el pais [Instituto Nacional del Cancer, 2018].

Es por esta razén que muchas investigaciones estan dirigidas a estrategias de
disefio de farmacos para diagnéstico y tratamiento del cancer. Se han realizado
enormes avances en el tratamiento, la prevencion y la deteccién temprana de estos
tumores malignos. Sin embargo, ninguna de las terapias actuales puede cubrir
especificamente todas las variantes de esta enfermedad, que difieren en sus
caracteristicas histopatolégicas y variaciones gendmicas y genéticas [Gupta and
Massagué, 2006]. Ademas, muchos de los medicamentos disponibles no pueden
llegar al sitio de metastasis [Van't Veer, et al., 2002]. Por esta razon, existe un enfoque
alternativo en el desarrollo de estrategias terapéuticas que busca la generacion de
nuevas formas de atacar a células malignas de manera especifica. Este enfoque esta
basado en nanomateriales, que permite a los investigadores combinar las
propiedades de mdltiples materiales (por ejemplo, NPs inorganicas y/u organicas,
biomoléculas, farmacos terapéuticos, etc.) mediante la produccion de arquitecturas
multifuncionales con capacidad de acumularse en el sitio blanco para aumentar asi la
eficiencia terapéutica y/o deteccion.

El uso de la nanotecnologia en medicina, también llamada nanomedicina, se basa

en la generacion de nanoestructuras, especialmente de particulas esféricas




denominadas nanoparticulas (NPs). Muchas caracteristicas de estas nanomedicinas
dependeran del tamafio y las propiedades de superficie de las NPs. La captacion y
transporte intracelular de las mismas se ve influido por las caracteristicas intrinsecas
de los nanomateriales, donde se incluye el tamafio, la carga superficial y la estructura
de su recubrimiento [Lundqvist, et al., 2008; Zhao, et al., 2011; Verma and Stellacci,
2010].

Un conocido caso de éxito en el tratamiento contra el cancer, son las NPs de
Albumina cargadas con la droga antitumoral Paclitaxel, conocido por su nombre

comercial Abraxane™.

1. Nanoparticulas de Albumina

Las NPs de Albumina (Alb-NPs) constituyen un sistema atractivo de transporte
molecular, debido a su biodegradabilidad, a que no son toxicas y no presentan a priori
inmunogenicidad. Las Alb-NPs son biodegradables y se pueden preparar facilmente
en tamafios definidos [Otagiri and Chuang, 2016]. Ademas, pueden incorporar una
cantidad significativa de farmaco en la matriz de las NPs debido a los diferentes sitios
de union presentes en las moléculas de Albumina [Patil, 2003]. Otras ventajas de su
uso son la proteccion que ofrecen al farmaco que transportan contra la degradacién
inespecifica y, la absorcion mejorada, asi como la mejora de la distribucion

farmacocinética y tisular, entre otras [Siri, et al., 2017].

La primera formulacién exitosa de NPs basada en Albumina para la industria
farmacéutica fue la conjugacion de esta proteina con la droga Paclitaxel (PX/Alb-NPs,
Abraxane™), aprobada en el 2005 por la FDA. El Paclitaxel es un potente agente
antitumoral hidrofébico con baja solubilidad en soluciones acuosas. Es la droga
terapéutica de la formulacién Taxol, que la contiene en una mezcla de etanol y
Cremophor-EL. Sin embargo, la elevada toxicidad del Taxol, llevé al desarrollo de la
formulacion Abraxane, donde la droga es unida de forma no covalente a Alb-NPs. En
primer lugar, el Abraxane se aprobO para el tratamiento del céncer de mama
metastasico, administrandose por primera vez en pacientes donde los tratamientos de
quimioterapia habian fallado. En 2012, fue aprobado para el tratamiento del cancer de
pulmén de células no pequenas (NSCLC) [Green, et al., 2006; Siri, et al., 2017]. Estas
NPs tienen un tamafio promedio de aproximadamente 130 nm.

En un intento de mejorar la formulacion del Abraxane, se desarrollaron dos
formulaciones decoradas con los péptidos CREKA y LyP-1 (CGNKRTRGC),

respectivamente. LyP-1-Abraxane demostré una accion antitumoral significativamente
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mejorada, posiblemente gracias a la direccionalidad conferida por el péptido, en

comparacion con la formulacion sin LyP-1 [Karmali, et al., 2009].

1.1. Preparacion de nanoparticulas de Albumina

Las Alb-NPs pueden prepararse por varias técnicas distintas. Los métodos de
emulsificacion, tecnologia Nab y desolvatacion son los mas comiUnmente usados.
También existen otras técnicas como la gelificacion térmica [Yu, et al., 2006], el
secado por nano-pulverizacién [Lee, et al., 2011], y técnicas de auto-ensamblaje
[Gong, et al., 2009].

La preparacion de NPs por emulsificacién se basa en la emulsion espontanea que
se produce al mezclar una fase acuosa con una organica. En este proceso, una
solucion acuosa que contiene Albimina se convierte en una emulsion homogénea en
aceite vegetal a temperatura ambiente utilizando un homogeneizador mecénico de alta
velocidad [Patil, 2003; Sundar, et al., 2010]. El tamafio obtenido de NPs es alrededor
de 500 nm [Rahimnejad, et al., 2012]. La desventaja de este método de preparacion
de NPs reside en la necesidad de un disolvente organico, y su posterior eliminacion.
Ademas, la proteina suele sufrir dafios en su conformacién nativa producto del
precalentado de la fase organica a alrededor de 120 °C.

La tecnologia Nab (NPs ligadas de Albumina) fue desarrollada para solubilizar los
compuestos quimicos lipofilicos en NPs. El compuesto se mezcla con Albumina sérica
humana (HSA) en un disolvente acuoso. Posteriormente, se dispersa con un
homogeinizador a alta presion para formar Alb-NPs de diametro entre 100 y 200 nm
[Desai, 2007].

El método mas comun de preparacién de Alb-NPs es la desolvatacion seguida de
un paso de entrecruzamiento quimico. Esta técnica se basa en la caracteristica de las
proteinas globulares, como la Alb, que precipitan en presencia de solventes organicos
polares, como los alcoholes de cadena corta. Las NPs se obtienen mediante la adicion
del alcohol gota a gota a una solucién acuosa de Alb bajo agitacién, hasta que la
soluciéon se vuelve turbia. Cuando se alcanza un cierto nivel de desolvataciéon, se
forman agregados de proteinas [Langer, et al., 2003]. Las NPs se estabilizan luego por
entrecruzamiento de los aminos presentes en los residuos de lisina (Lys) y las
cadenas laterales de guanidinio de la arginina (Arg) a través de una reaccion de
condensacién con un grupo aldehido, como el agente de entrecruzamiento
glutaraldehido [Merodio, et al., 2001; Weber, et al., 2000]. Muchos parametros pueden
ser modificados para regular el tamafio de particulas obtenidos. Langer et al.

demostraron que, cuando se utilizan valores de pH mas altos, se obtienen NPs mas




pequefias con didmetros promedios que varian entre 150 y 280 nm [Langer, et al.,
2003]. La desventaja de la preparacién de Alb-NPs por esta técnica, es la utilizacion
de alta concentracion del agente de entrecruzamiento para estabilizar los agregados
de proteina. Esto suma una toxicidad no deseada a las NPs que, si tienen como
finalidad su uso en nanomedicina, deberia evitarse. Weber et al. reportaron la
necesidad de un tratamiento con 40 % de glutaraldehido por 24 h para obtener un
entrecruzamiento total [Weber, et al., 2000].

Es importante destacar que todos estos métodos implican una desnaturalizacion
parcial o total de la Alb como consecuencia de la presencia de aceites, surfactantes,
alta concentracion de alcoholes y/o por tratamiento térmico [Siri, et al., 2017]. Por lo
tanto, no se espera que estos métodos conserven la conformacion nativa de la
proteina.

Soto Espinoza et al. desarrollaron una modificacion a la técnica de desolvatacion,
donde el agente quimico es reemplazado por el entrecruzamiento entre proteinas
inducido por radiacién con rayos gamma. Este método involucra dos pasos, primero se
produce la agregacion dinamica de las proteinas en etanol, seguido de la irradiacién
de la muestra para estabilizar la estructura. Como resultado, se obtienen Alb-NPs
formadas Unicamente por Albimina con un tamafio que varia entre 20 y 40 nm [Soto
Espinoza, et al.,, 2012]. La conformacién de las proteinas en dichas NPs sera

estudiada en profundidad en el Capitulo II.

1.2. Albiminas: BSA y HSA

Perteneciente a la familia de las proteinas globulares, existen distintos tipos de
Alb, compuestas de alrededor de 600 aminoacidos.

La Albumina sérica bovina (BSA), tiene un PM de 66.500 Da y un punto
isoeléctrico (pl) de 4,7 en agua (a 25 °C). Se usa ampliamente para la administracion
de medicamentos debido a su importancia médica, abundancia, bajo costo, facilidad
de purificacion, propiedades inusuales de unién al ligando y su amplia aceptaciéon en la
industria farmacéutica [Elzoghby, et al., 2012].

Esta formada por tres dominios, uno de los cuales contiene una cisteina libre

(dominio I, Cys-34). La Fig 1.1, corresponde a la estructura cristalina de la BSA.

La Albumina sérica humana (HSA), puede sustituir a la BSA en preparaciones con
aplicaciones en nanomedicina, para evitar una posible respuesta inmunoldgica in vivo.
La HSA es la proteina plasmatica mas abundante (35 a 50 g/L del suero humano) con
una vida media promedio de 19 dias. Consta de 585 aminoéacidos, con un PM de

66.500 Da [Otagiri and Chuang, 2016]. Es la proteina mayoritaria del plasma



sanguineo y desempefia un papel importante en la regulacion de la presidon osmatica,
la capacidad antioxidante del plasma humano y el transporte de numerosos
compuestos enddgenos como &cidos grasos, hormonas, metabolitos téxicos (por
ejemplo, bilirrubina), &cidos biliares, aminoacidos y metales [Peters 1995; Kragh-
Hansen, et al., 2002].

La HSA tiene ciertas caracteristicas diferenciales. Es resistente al pH (estable en
el rango de pH de 4 a 9), temperatura (se puede calentar a 60 °C hasta 10 h) y
disolventes organicos. Cuando la HSA se descompone, los aminoacidos
proporcionaran nutricion a los tejidos periféricos. Estas propiedades, asi como su
captacion preferencial en tumores y tejidos inflamados, su disponibilidad inmediata, su
biodegradabilidad y su falta de toxicidad la convierten en una proteina ideal para
realizar suministro de farmacos [Kratz, 2008; Fasano, et al., 2005]. Adicionalmente,
esta reportada la retencién de Albimina en varios tumores solidos a través de estudios
realizados a partir de ensayos con esta proteina radiomarcada [Peterson and
Appelgren, 1973; Sinn, et al., 1990; Andersson, et al., 1991; Schilling, et al., 1992;
Stehle, et al., 1997; Wunder, et al., 1997].

Ademads, varios estudios han propuesto que los tumores son un sitio de
catabolismo de Albamina [Andersson, et al., 1991; Schilling, et al., 1992; Stehle, et al.,
1997]. Por lo tanto, se cree que éstos la utilizan como fuente de energia, al
descomponerla en sus aminoacidos constituyentes dentro de los lisosomas.
Posteriormente, las células cancerigenas utilizan estos aminoacidos para su
crecimiento acelerado [Stehle, et al., 1997].

La proteina tiene tres dominios y contiene 35 residuos de cisteina, 34 de ellos
estan formando 17 puentes disulfuro, mientras que el restante mantiene el tiol libre
(dominio, Cys-34). Puede unirse a farmacos hidr6fobos de manera reversible para
transportarlos por sangre, liberandolos en la superficie celular [Paal, et al., 2001].
Ademas, se transporta activamente a las células tumores mediante una
sobreexpresion selectiva del receptor denominado gp60 (con un PM de 60.000 Da) en

sus membranas [Vogel, et al., 2001].




Fig. 1.1 — Estructura cristalina de BSA, obtenida de
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/3d-view/4F5S/1).

2. Radiaciones ionizantes en sintesis o estabilizacion de NPs

La radiacién ionizante se utiliza desde hace mucho tiempo en la modificacién de
polimeros. Tiene dos aplicaciones principales, generar entrecruzamiento entre los
materiales  irradiados o degradacibn. Otro uso importante es la
descontaminacion/esterilizacion de productos a usar en el cuerpo humano, como por
ejemplo, cremas corporales, solucion fisioldgica inyectable, etc.

Hace mas de 25 afios que la tecnologia de radiacion se comenz6 a utilizar para
generar microparticulas de polimeros, a partir de la polimerizacién por precipitacion,
con una distribucion de tamafio estrecha [Naka, et al., 1991; Grasselli, et al., 2001]. Sin
embargo, ain no se ha podido desarrollar particulas de tamafio sub-micrométrico con
esta técnica.

Ulanski et al. demostraron que en condiciones apropiadas, soluciones de
polimeros organicos puede entrecruzarse intramolecularmente mediante radiacion
ionizante, dando lugar a nanogeles [Ulanski, et al., 1998; Kadlubowski, et al., 2003].
Los biopolimeros, como las proteinas y los polipéptidos, se han utilizado
recientemente como materias primas para la preparacion de nanogeles utilizando
técnicas de ionizacion [Akiyama, et al., 2007].

En los ultimos afios, crecio el numero de reportes del uso de esta tecnologia de
radiacion ionizante en la preparacion y esterilizacibon de nanomateriales. Algunos
ejemplos son la preparacion de NPs de plata/polivinilpirrolidona (Ag/PVP) [Gasaymeh,
et al., 2010], magnéticas de Au/y-Fe,Os [Seino, et al., 2003], NPs de plata [Naghavi, et

al., 2010], NPs de oro en solucion acuosa de polivinil pirrolidona [Misra, et al., 2012], y


https://scholar.google.es/citations?user=08sE6i4AAAAJ&hl=es&oi=sra

NPs de papaina [Varca, et al., 2014], entre otras. En los Capitulos 1l y IV, se detallara
la utilizacion de esta tecnologia para la obtencion de NPs de Albumina y oro/Albamina,

respectivamente.

3. Nanoparticulas de oro

Las NPs de oro (Au-NPs) tienen propiedades fisicas caracteristicas que las hacen
atractivas para aplicaciones médicas. Son inertes y se consideran biocompatibles y no
téxicas [Nie and Chen, 2012]. Ademas, la absorbancia y la fluorescencia de las Au-
NPs es mayor en comparacién con el oro sélido, y puede cambiar sus propiedades
absortivas desde la region visible al infrarrojo cercano (NIR) solo por el cambio en el
tamafio y la morfologia de la nanoestructura. El tejido bioldgico absorbe luz débilmente
en la region NIR, lo que la hace ideal para aplicaciones basadas en Optica
[Mieszawska, et al., 2013]. La dispersion éptica de Au-NPs puede ser aprovechada
para detectarlas con una variedad de métodos de microscopia. Estas nanoestructuras
absorben fuertemente los rayos X y, por lo tanto, pueden usarse como agentes de
contraste para las técnicas de imagenes basadas en rayos X y como adyuvantes para
la radioterapia (RT).

Las Au-NPs pueden transformar la luz absorbida en calor, lo que da como
resultado un aumento localizado de la temperatura, que puede usarse para
proporcionar contraste para las imagenes fotoacusticas o para la terapia fototérmica
(PTT). Ademas, la superficie de las NPs de oro se puede modificar facilmente para
una aplicacion especifica, introduciendo ligandos de direccionamiento, farmacos o
recubrimientos biocompatibles. En la actualidad, se busca la preparacién de NPs de

oro multifuncionales para multiples aplicaciones.

3.1. Técnicas de sintesis de NPs de oro

Numerosos métodos preparativos de Au-NPs han sido desarrollados; algunos
basados en el enfoque de "arriba hacia abajo" (manipulacion fisica) y, otros "de abajo
hacia arriba" (transformacién quimica) [Daniel and Astruc, 2004]. El énfasis esta
puesto en la preparacion de Au-NPs teniendo control sobre su tamafio, forma,

solubilidad, estabilidad y funcionalidad.

Los métodos mas comunes de sintesis son el de Turkevick-Frens y el de Brust-
Schiffrin. Sobre todo de este ultimo, hay muchas modificaciones desarrolladas con

diferentes ligandos para la estabilizacién de la NP final.




En 1951, Turkevich et al. sintetizaron Au-NPs en base a la reduccion de una sal
de cloruro aurico (HAuCls) en agua, por medio del agregado de citrato de sodio. Por
esta técnica, se obtienen NPs de 20 nm de diametro, donde el citrato de sodio actua
como agente reductor y estabilizante [Turkevich, et al., 1951]. En 1973, Frens report6
la obtencion de Au-NPs mediante la técnica de Turkevich, donde variando las
relaciones de agente reductor y sal de Au(lll), se pueden generar NPs de tamafio
controlado, entre 16 y 147 nm [Frens, 1973]. En este método, la solucion de cloruro
aurico se calienta a ebullicion para luego agregarle, de manera rapida el agente
reductor. Una ventaja importante de esta sintesis es que se produce en medio acuoso
sin el agregado de agentes toxicos, ademas de que es reproducible. Esto adquiere
relevancia si dichas NPs van a ser utilizadas en nanomedicina.

La otra técnica muy utilizada para la preparacion de Au-NPs es la descripta por
Brust-Schiffrin. Esta permite la sintesis de NPs térmicamente estables, con una
dispersioén reducida y tamafio controlado (entre 1,5y 5,2 nm). De hecho, estas Au-NPs
pueden aislarse repetidamente y volver a redispersarse en solventes organicos
comunes sin agregacién o descomposicién irreversible, y pueden manipularse y
funcionalizarse facilmente con compuestos organicos estables [Brust, et al., 1994;
Brust, et al., 1995]. Esta técnica de sintesis se basa en un sistema de dos fases y
utiliza tioles como ligandos que se unen fuertemente al oro para la estabilizacion de las
Au-NPs. El AuCls se transfiere de la fase acuosa a tolueno utilizando bromuro de
tetraoctilamonio (TOAB) como reactivo de transferencia de fase y se reduce con
borohidruro de sodio (NaBH.), en presencia de dodecanotiol. La fase organica cambia
de color naranja a marrén oscuro en unos pocos segundos después de la adicién de
borohidruro.

Brust et al. extendieron esta sintesis de Au-NPs estabilizadas con p-mercaptofenol
en un sistema de una sola fase, lo que dio lugar a numerosos reportes de
preparaciones de Au-NPs estabilizadas por una amplia variedad de ligandos con
grupos tioles funcionales [Brust, et al., 1995], basadas en la afinidad tiol/Au.

Otra técnica de sintesis involucra la sustituciéon de los ligandos tiolados usados
para la estabilizacion por intercambio con otras moléculas que también contengan en
sus estructuras tioles libres. Este método, descripto por Murray et al., permite la
funcionalidad quimica en forma de monocapa de las Au-NPs de manera divergente
[Hostetler, et al., 1996; Templeton, et al., 1998; Hostetler, et al., 1999]. Sin embargo,
lonita et al. reportaron que la movilidad del ligando en la superficie de las Au-NPs esta
restringida a varios factores, entre los que se incluyen el empaque de la monocapa

organicay la temperatura [lonita, et al., 2007; lonita, et al., 2008].



3.2. Propiedades 6pticas de las Au-NPs - Resonancia de plasmén superficial

Cuando las Au-NPs son expuestas a la radiacion de la luz, el campo eléctrico de
la luz causa la oscilacion colectiva de los electrones de la superficie de la particula. La
oscilacion coherente de los electrones metalicos libres en resonancia con el campo
electromagnético se denomina Resonancia de Plasmon de Superficie (SPR) [Huang,
et al., 2007].

Para NPs esféricas, esta resonancia ocurre en la region espectral visible, a
aproximadamente 520 nm, razén por la cual el color de estas dispersiones es rojo en
solucion. En cambio, para los nanobastones (NRs), los electrones libres oscilan en
ambos ejes longitudinal y transversal, produciendo una fuerte banda de resonancia en
la regién del infrarrojo cercano (NIR) y una banda débil en la regién visible (similar a la
de las NPs esféricas). Estas Ultimas nanoestructuras, son Utiles para terapia
fototérmica por su fuerte banda de resonancia en el NIR. Sin embargo, suelen estar
estabilizadas por bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Este recubrimiento le confiere
toxicidad a los NRs, lo que implica una desventaja para su uso en nanomedicina.

La excitacién de la SPR resulta en una mejora de las propiedades fotofisicas de
las Au-NPs. Este fendbmeno depende del indice de refraccion de la region interfacial.
Las NPs metélicas, como las Au-NPs, exhiben resonancia de plasmon superficial
localizada (LSPR) en longitudes de onda incidentes especificas. La SPR esta
influenciada no solo por el tamafio de particula sino también por el solvente, el ligando,
la distancia entre particulas y la temperatura. Ademas, la frecuencia de SPR es
sensible a la proximidad de otras NPs. Por esta razon, la agregacién de NPs da como
resultado un desplazamiento significativo al rojo (desde aproximadamente 520 a 650
nm) y un ensanchamiento en la sefial SPB, cambiando el color de la dispersién de rojo
a azul debido al acoplamiento de plasmén entre particulas en concentraciones
nanomolares [Su, et al., 2003; Srivastava, et al., 2005]. Este fenbmeno ha convertido a
las Au-NPs en candidatas atractivas para el desarrollo de sensores colorimétricos,
quimicos y biolégicos [Saha, et al., 2012].

Las Au-NPs pueden dispersar la luz en la misma frecuencia que la incidente
(dispersion de Rayleigh o Mie). Esta dispersion de la luz se ve mejorada gracias a la
LSPR de las Au-NPs [Huang, et al., 2007]. Por esta razon, estas nanoestructuras
adquieren propiedades Opticas que las hacen especiales. Por ejemplo, Au-NPs de 30-
100 nm dispersan la luz intensamente y gracias a esto, pueden ser facilmente
detectadas por Microscopia de campo oscuro, bajo condiciones de iluminacién
especiales [Orendorff, et al., 2006]. Igualmente, la dispersion de Au-NPs de 60 nm es

10° mas fuerte que la emisiéon de una molécula fluorescente [Huang, et al., 2007].
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Una técnica en pleno desarrollo que promete ser revolucionaria es la Tomografia
Computarizada de Fluorescencia de Rayos X (XFCT). Esta técnica permite identificar,
cuantificar y ubicar elementos dentro de objetos a partir de la fluorescencia de rayos X
caracteristicos, estimulada por una fuente de excitacion de rayos X, tipicamente
derivada de un sincrotron. Debido a la limitacion del uso de un sincrotron en la practica
de rutina de imagenes biomédicas, Manohar et al. desarrollaron una variacion de esta
técnica donde la fuente de excitacion es reemplazada por una fuente de rayos X
policrométicos, haciéndola mas accesible para imagenes biomédicas de rutina. De
esta manera, XFCT puede ser una herramienta poderosa para el seguimiento de
imagenes moleculares de sondas de alto numero atémico (alto Z) como las Au-NPs
(Zauw = 79). Para el propésito de las imagenes de rayos X, en patrticular, las Au-NPs
ofrecen notables ventajas sobre los agentes de contraste convencionales (por ejemplo,
yodo), como una mayor probabilidad de interaccion fotoeléctrica y propiedades
bioguimicas mas favorables. Ademas las Au-NPs también son biol6gicamente no
reactivas y quimicamente inertes. El grupo de investigacibn de Manohar, logro
reportar la obtencion de imagenes precisas de la distribucién de Au-NPs inyectadas en

un tumor de ratén [Manohar, et al., 2016].

3.3. Nanoparticulas de oro en aplicaciones de liberacién controlada

Las Au-NPs proporcionan plataformas no tdxicas para aplicaciones de
administracién de farmacos y genes. Con estos sistemas, el nacleo de oro imparte
estabilidad al conjunto, mientras que la monocapa de recubrimiento permite el ajuste
de las propiedades de la superficie, como la carga y la hidrofobicidad. Una
caracteristica atractiva adicional de las Au-NPs es su interaccion con los tioles,
proporcionando un medio efectivo y selectivo de liberacién intracelular controlada
[Ghosh, et al., 2008].

Estos nanomateriales podrian transportar desde pequefias moléculas de farmacos
hasta grandes biomoléculas, como proteinas, ADN o ARN. Sin embargo, la liberacion
eficaz de estos agentes terapéuticos es un requisito que previamente necesita ser
disefiada para una terapia eficaz. La liberacion podria ser provocada por estimulos
internos (por ejemplo, glutation (GSH) [Hong, et al., 2006], o pH [Polizzi, et al., 2007]) o
externos (por ejemplo, luz [Han, et al., 2006]). Significativamente, los estimulos
internos operan de manera biolégica, mientras que los estimulos externos
proporcionan un control espacio-temporal sobre la liberacion.

Como se menciond anteriormente, las ventajas en la administraciéon de las Au-

NPs radican en que el nucleo de oro es esencialmente inerte y no toxico [Connor, et
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al., 2005], mientras que ademas son de facil obtencion. Mas versatilidad es impartida
por su funcionalizacion, relativamente simple, generalmente a través de enlaces
mediados por la afinidad tiol/Au. La capacidad de carga de las NPs es otra ventaja del
uso de las mismas. Por ejemplo, una Au-NPs con 2 nm de diametro puede ser
conjugada con aproximadamente 100 ligandos en un recubrimiento en forma de

monocapa sobre su superficie [Hostetler, et al., 1998].

3.4. Terapia Fototérmica

Otra de las aplicaciones de las Au-NPs es la denominada Terapia Fototérmica
(PTT). Cuando las NPs son irradiadas con luz en el rango de los 800-1200 nm, ocurre
un calentamiento selectivo local que podria ser utilizado para la destruccion de
tumores [Ghosh, et al., 2008].

Desde el punto de vista del tratamiento del cancer, las NPs de metales nobles se
vuelven muy utiles como agentes para PTT debido a sus secciones transversales de
absorcion mejoradas, que son de cuatro a cinco érdenes de magnitud mas grandes
que las ofrecidas por los colorantes foto-absorbentes convencionales (como
Indocianina verde y naftalocianina, usadas en diagnéstico médico). Esta fuerte
absorcion garantiza una terapia con laser eficaz a energias relativamente bajas, lo que
hace que el método de terapia sea minimamente invasivo. Ademas, las
nanoestructuras metdlicas tienen una mayor foto-estabilidad y no sufren foto-
decoloracion.

Las Au-NPs son consideradas herramientas prometedoras para PTT debido a la
absorcion fuertemente mejorada en las regiones visible y NIR producto de sus
oscilaciones de resonancia de plasmoén de superficie (SPR). Huang et al. utilizan Au-
NPs estabilizadas con citrato de sodio, de alrededor de 30 nm, recubiertas con anti-
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) para atacar células cancerosas
mediante PTT. Reportaron un aumento de 20 veces en la efectividad de la terapia por

la presencia de las Au-NPs [Huang, et al., 2007].

3.5. Radioterapia con nanoparticulas de oro como radiosensibilizadores

La radioterapia (RT) se usa comiunmente como tratamiento primario o adyuvante
en mas del 50 % de los pacientes con cancer. En varios tipos de cancer, como el de
mama y el cancer del sistema nervioso central, la tasa de utilizacién de la RT es del 80
al 90 %. A pesar de su papel critico en la terapia del cancer, existen desafios
asociados con la RT. En primer lugar, la toxicidad para los tejidos normales

circundantes a menudo limita la dosis maxima de irradiacion (IR) que se puede
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administrar a los tumores. Ademas, los tumores incluyen un alto grado de
heterogeneidad en el genotipo, fenotipo y microambiente, lo que lleva a una
variabilidad en la sensibilidad a la radiacion y en la respuesta de las diferentes
poblaciones de células tumorales.

El efecto del IR en los sistemas bioldégicos se puede dividir en fases fisicas,
quimicas y biologicas. La fase fisica es el periodo en el que las particulas con alta
energia (fotones, electrones, protones o iones pesados) viajan a través del blanco
biolégico, causando la ionizacion y/o excitacion de las moléculas, seguido de la ruptura
de los enlaces quimicos y la generacion de radicales libres. La fase quimica posterior
involucra dos tipos de reacciones competitivas, reacciones de eliminacion y de fijacion,
en donde los radicales libres altamente reactivos reaccionan rapidamente con
moléculas para restablecer el "equilibrio de carga electrénica”. En particular, las
reacciones de captacion se refieren a la inactivacion de los radicales libres por agentes
reductores como las moléculas que contienen grupos tioles.

Las reacciones de fijacion dan como resultado un dafio irreparable permanente a
los componentes biol6gicos por moléculas con alta afinidad de electrones, como el
oxigeno. La fase biolégica comprende las respuestas de los blancos biolégicos al IR a
nivel molecular, celular y tisular. En radiobiologia, estas respuestas se describen como
las 5R: reparacion, reoxigenacion, redistribucion, repoblacién y radiosensibilidad
intrinseca. Se considera que las 5R son los factores clave que determinan el resultado
después de la IR. Los radiosensibilizadores mejoran los efectos de la RT a través de
los multiples mecanismos que intervienen en estas tres fases. En los dltimos afios, las
Au-NPs han atraido un gran interés en el campo biomédico, registrandose un rapido
crecimiento en el numero de publicaciones en esta area debido a sus propiedades
fisicas y quimicas descriptas previamente. Las Au-NPs han sido reconocidas como un
potente agente de radiosensibilizacion en ensayos preclinicos, debido al alto nimero
atomico del Au (Z = 79). Los radiosensibilizadores, son moléculas con una elevada
absorcion fotoeléctrica de energia IR en comparacion con los tejidos blandos.

Dos de los principales factores que obstaculizan la aplicacién clinica de las Au-
NPs como radiosensibilizadores son la falta de direccionamiento a tumores y la
toxicidad potencial después de la administracion sistémica. Por esta razon Cui et al.
propusieron que en un primer ensayo clinico, se considere utilizar la inyeccion
intratumoral de las Au-NPs como modo de administracion. Para minimizar el efecto de
la dilucion local de las NPs a lo largo del tratamiento, debido al crecimiento del tumor y
la fuga de las mismas, recomiendan combinar las Au-NPs con un régimen de
dosificacién de radiacion que tenga una duracion de tratamiento corta [Cui, et al.,

2017]. Los ensayos clinicos con estas nanoestructuras como radiosensibilizadores,



deberian disefiarse teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas de las Au-NPs,
el tipo de tumor y la RT adecuada para el tratamiento del mismo, ademas de la ruta de

administracién mas conveniente.

4. Nanosistemas multifuncionales

La multifuncionalidad de las NPs se logra mediante la combinacién de diferentes
propiedades para la obtencién de imagenes, direccionamiento o suministro de un
agente terapéutico en una Unica plataforma. Por esta razon, el disefio de estos
nanosistemas es fundamental si su campo de aplicacion es la hanomedicina. Wilhelm
et al., realizaron un estudio sobre las publicaciones cientificas de los ultimos 10 afios
en el area de nanomedicina. Ellos afirman que sélo el 0,7 % de las NPs administradas
logran llegar a un tumor sélido. Esto evidencia que existe una incapacidad para
controlar el transporte de NPs dentro del cuerpo lo que representa la mayor limitacion
en el uso de nanotecnologia para diagnosticar y tratar enfermedades [Wilhelm, et al.,
2016].

Existen tres clases de Au-NPs con aplicaciones terandsticas. La primera clase
involucra las Au-NPs desnudas, solo estabilizadas con agentes como citrato de sodio,
durante la sintesis.

La segunda clase, surgi6 como consecuencia de que las Au-NPs se aglomeran
facilmente en presencia de diferentes solutos [Chegel, et al., 2012]. Por lo tanto, el
recubrimiento de la superficie de estas NPs con moléculas organicas y/o proteinas es
un requisito ineludible para desarrollar aplicaciones, tanto in vitro como in vivo, con
muestras bioldgicas reales [Giljohann, et al., 2010]. Esta clase, comprende a las Au-
NPs con recubrimientos de ligandos, en forma de monocapa sobre su superficie. Estos
ligandos pueden ser proteinas, péptidos, y demas biomoléculas (DNA, RNA, entre
otras) de interés terandstico. En general, los mismos se unen a las NPs mediante
grupos tioles.

Si bien el recubrimiento con proteinas es una solucién para mejorar la estabilidad
de las Au-NPs, es importante destacar que la mayoria de las proteinas pierden
parcialmente su conformacion nativa cuando interactdan con la superficie altamente
estructurada de estas NPs [Tsai, et al., 2011]. Ademas, esta union esta muy lejos de
ser estable. Esta interaccion se disocia facilmente (constante en el rango milimolar),
por lo que se produce un intercambio de proteinas cuando estos materiales
interactiian con una muestra compleja [Brewer, et al., 2005; Lee, et al., 2015]. Esto

ocasiona un problema cuando las proteinas de recubrimiento son decoradas con
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péptidos o sefiales quimicas para direccionamiento ya que lo mas probable es que se
pierda dicha sefial.

La tercera clase, involucra la preparacion de NPs como un nanosistema,
compuestas por mas de una caracteristica que las hace promisorias para
nanomedicina. Por ejemplo, NPs que contienen sefiales de direccionamiento més el
agregado de un radioisétopo de interés en diagnéstico. En este caso, las NPs estan
compuesta multiples ligandos funcionales. Hoy en dia, la nanotecnologia esta
enfocada hacia el desarrollo de estos nanosistemas, formados por distintos materiales
que permitan potenciar las caracteristicas de las nanoestructuras, convirtiéndolas en

multifuncionales.

5. Sistemas Bombesina/Receptores de péptidos liberadores de gastrina

Como se menciond, actualmente se hace énfasis en las ventajas de disefar
nanosistemas con direccionamiento hacia células tumorales. Esta reportado que el
neuropéptido Bombesina (BN), es reconocido por los receptores liberadores de
gastrina (GRPr) sobreexpresados en varios tipos de células tumorales, como las de
cancer de mama, prostata, pulmén y pancreas. Este hecho, convierte a la BN en una
sefial de direccionamiento y en un ligando que atrae atencion para el disefio de
nanosistemas.

La BN es un neuropéptido compuesto de 14 aminoacidos, que tiene alta afinidad
por GRPr (Kq del orden nM) [Okarvi and Jammaz, 2012; Van de Wiele, et al., 2000].
Los péptidos similares a la BN, incluidos el péptido liberador de gastrina (GRP) y la
neuromedina B (NMB), participan en la regulacion de un gran niamero de procesos
biolégicos en el intestino y sistema nervioso central (SNC). Estos péptidos regulan su
accion mediante la union a los receptores especificos acoplados a la proteina G
[Kroog, et al., 1995].

Se conocen cuatro subtipos del receptor de BN. Tres de ellos, el receptor NMB
(BBs1), el receptor GRP (BB2) y el subtipo 3 del receptor BN (BRS-3 o BB3), son
receptores de mamiferos, mientras que el cuarto subtipo (BB) se encuentra solo en
anfibios [Visser, et al., 2007]. Sin embargo, el Unico de estos receptores bien
caracterizado es el GRPr; mientras que los otros subtipos no estan caracterizados en
cuanto a la distribucion ni funcién en tejidos humanos. Estos receptores consisten en
una Unica cadena polipeptidica, con siete dominios transmembrana, un dominio
extracelular con la unién al ligando y un dominio intracelular unido a proteinas G.
Representan objetivos moleculares Utiles para la deteccion y el tratamiento del cancer

debido a que se encuentran en la membrana plasmatica y, al unirse al ligando, el



complejo receptor-ligando se internaliza, lo que permite una larga retencién en las
células tumorales.

Existen numerosos reportes de terapias o0 sondas para diagndstico en base a
analogos de BN sintéticos radiomarcados. Sin embargo, un inconveniente importante
del uso de pequefios péptidos radiomarcados para el tratamiento del cancer es que su
rapida eliminacion del flujo sanguineo puede reducir potencialmente la dosis efectiva
administrada al tumor [Smith, et al., 2005]. Rogers et al. desarrollaron un derivado de
BN con el objetivo de superar algunos de los problemas inherentes con los
radiofarmacos basados en péptidos/anticuerpos mediante la conjugacion del péptido
con polietilenglicol (PEG). Los péptidos PEGilados tienen cierto potencial para mejorar
la farmacocinética de los radioconjugados y mejorar la captacion de tumores [Rogers,
et al., 2004]. Otra alternativa a esta propuesta es la incorporacion de estos péptidos de

interés biomédico a nanomateriales.

Una mejora a los sistemas basados en péptidos de direccionamiento es su
marcacion con radionucleidos. Esto requiere que el isotopo radiactivo esté unido de
manera estable al péptido utilizando un agente quelante bifuncional (BFCA). Una
propiedad importante de los BFCA es que quelan radiometales con alta estabilidad in
vivo, lo que resulta en un depdsito minimo de radiometal libre en tejidos normales. Los
BFCA més usados para coordinar radionucleidos son DADT (diaminaditiol), TETA
(acido 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacético), DOTA (acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N',N",N"'-tetraacético), DTPA (Acido
dietilentriaminopentaacético), entre otros [Okarvi and Jammaz, 2012]. Los
radionucleidos clinicamente relevantes en la marcacion de péptidos bioactivos para
imagenes de diagndstico son *"Tc, '1n, 8866Ga, 8F, 23| 4Cu; mientras que para
terapia son *In, 6467Cu, °0Y, 77Lu, 213Bi.

La posibilidad de utilizaciéon de péptidos radiomarcados en la preparacion de un
nanosistema tiene la ventaja de que la accién bioldgica de estos péptidos esta
mediada por su unién a receptores de alta afinidad. La sobreexpresion de estos
receptores en diversas células tumorales en comparacion con su baja densidad en
tejidos normales proporciona las bases moleculares para el uso clinico de péptidos
radiomarcados tanto como agentes de diagnostico por imagen o para terapia [Mankoff,
et al., 2008]. Por esta razon, adquiere fundamental importancia que la unién de los
péptido radiomarcado a los nanosistemas sea lo mas estable posible, mediada por
uniones covalentes preferentemente, ya que los péptidos constituyen la sefial de
direccionamiento a sitios con alta densidad de sus receptores afines, para la

internalizacién de los nanosistemas.
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6. Interaccién entre células y nanoparticulas

Un desafio importante en la ciencia de los materiales para nanomedicina es
desarrollar enfoques que aseguren que, cuando se administran in vivo, puedan
dirigirse al sitio de accién designado. Sin embargo, al entrar en contacto con los fluidos
corporales, los nanomateriales son recubiertos inmediatamente por proteinas séricas,
gue afectan su captacion celular, transporte y destino, incluida la respuesta celular.
Este fendmeno llamado “efecto corona” puede tener importantes consecuencias en la
eficiencia terapéutica de las NPs [Damalakiene, et al., 2013]. Es por esta razén que en
la actualidad, se busca obtener NPs multifuncionales, donde se hace hincapié en el
estudio de su interaccién con las células blanco y con las proteinas séricas. Se ha
informado que la reduccién de la adsorcién de proteinas séricas in vivo ayuda a evitar
el sistema reticuloendotelial y por lo tanto, la eliminacién de las nanoestructuras [Jiang,
et al., 2010]. Todavia queda mucho por aprender sobre la captacién celular y el
transporte intracelular de NPs para interpretar los datos de estudios in vitro de forma
inequivoca, para mejorar su uso in vivo y para facilitar el disefio racional de

nanomateriales funcionalizados a utilizar en nanomedicina.

Antes de que las NPs alcancen las membranas citoplasmaticas de las células
blanco, deben interactuar con el microambiente que contiene a las mismas. Este
microentorno, compuesto por la matriz extracelular y diversos factores
microambientales y de pH definidos, también puede cambiar las propiedades de las
NPs y afectar sus interacciones con la membrana celular y, finalmente, su destino
intracelular. En el caso de las NPs disefladas para atacar a las células tumorales, el
microentorno del tumor (TME) podria tener una gran influencia en su destino celular.
La naturaleza replicativa altamente agresiva de las células tumorales produce un
drenaje linfatico deficiente y una matriz celular densa, que provocan elevadas
presiones del liquido intersticial, lo que puede dificultar la captacion celular de los
nanosistemas [Behzadi, et al., 2017]. Por lo tanto, en el disefio de NPs debe
considerarse el microentorno de las células blanco, ya que influye en gran medida a
donde van y con qué tipo de células van a interactuar.

Cuando las NPs llegan a la membrana citoplasmatica de una célula, pueden
interactuar con los componentes de ésta o de la matriz extracelular. Las interacciones
de las NPs con las células involucran procesos bioldgicos activos dependientes de
energia, impulsados por el reconocimiento biolégico de las caracteristicas especificas
de las NPs [Polo, et al.,, 2017]. La endocitosis, principal via de captacion, ocurre
mediante la captacion mediada por la formacion de vesiculas endociticas, a partir de

invaginaciones de membrana, seguidas de su brotacién. Luego, estas vesiculas son
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transportadas a compartimientos especializados de clasificacién/seguimiento
intracelular. Dependiendo del tipo de célula, la endocitosis se puede clasificar en:
fagocitosis, endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina,
endocitosis independiente de clatrina/caveolina y macropinocitosis. Algunos autores se
refieren a los Ultimos cuatro tipos de endocitosis, como pinocitosis. En comparacion
con la fagocitosis, que se produce principalmente en los fagocitos, los mecanismos
pinociticos son mas comunes y ocurren en muchos tipos de células. A continuacién se

describiran los mecanismos mas comunes.

6.1. Fagocitosis

La fagocitosis se produce principalmente en los fagocitos (por ejemplo,
macrofagos, monocitos, neutréfilos y células dendriticas), que son responsables del
sistema de defensa. La fagocitosis de las NPs suele iniciarse por opsonizacién: las
opsoninas, como las inmunoglobulinas (es decir, los anticuerpos), las proteinas del
complemento u otras proteinas de la sangre (por ejemplo, la laminina y la fibronectina)
se adsorben en la superficie de las NPs. Las NPs opsonizadas son reconocidas y
unidas a los fagocitos mediante interacciones especificas de ligando-receptor. Esto
inicializa una cascada de sefializacion que puede desencadenar en la formacion de un
"fagosoma" similar a un endosoma para su eliminacion.

La captacioén por la ruta fagocitica se rige por las caracteristicas fisicoquimicas de
las NPs, que incluyen tamafio, forma y demas propiedades superficiales. En general,
las particulas mas grandes experimentan una captacion mas eficiente por los
fagocitos. Por ejemplo, cuando se usan NPs de Albumina radiomarcada en el rango de
tamafio de 200-1500 nm, las particulas mas grandes se someten claramente a una
mayor captacién fagocitica cuando son incubadas con células mononucleares
humanas [Schafer, et al., 1992].

Otro parametro critico que controla la captacién de NPs por los fagocitos son sus
propiedades superficiales. Se encontr6 que la funcionalizacion de las NPs con
polimeros como el PEG, puede alterar la captacién celular. Las NPs PEGiladas
pueden repeler la opsonizacién al prevenir o minimizar la adsorcién de proteinas a su
superficie. Esto puede explicarse por la conformacion que las moléculas de PEG
adoptan en la solucién: su forma extendida tiende a crear una barrera repulsiva entre
las NPs [Owens and Peppas, 2006]. Tal fuerza puede equilibrar o superar la fuerza
atractiva para la opsonizacion prevista. La PEGilacion puede aumentar la vida media
de circulaciéon de las NPs de unos pocos minutos a varias horas al evitar la captacion

por parte del sistema reticuloendotelial (RES) [Couvreur and Vauthier, 2006].
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6.2. Endocitosis mediada por clatrina (CME)

La CME tiene lugar en un area de la membrana plasmética que es rica en clatrina;
dichos dominios cubren alrededor del 0,5 a 2 % de la superficie celular. Durante la
CME, se forman vesiculas con un didmetro de 100 a 150 nm, que envuelven un
volumen de liquido extracelular proporcional al volumen interno disponible de la
vesicula formada.

Es el mecanismo mas estudiado de la internalizacion mediada por receptor y
probablemente también el mas ampliamente utilizado por la mayoria de las células
para internalizar materiales macromoleculares y nanométricos. Posiblemente los
receptores mas conocidos que adoptan este mecanismo son la transferrina, el receptor
de la lipoproteina de baja densidad (LDL), el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, receptor tirosina quinasa) y los receptores acoplados a proteina G.

En el caso mas frecuente, las estructuras de clatrina se multimerizan para producir
invaginaciones altamente curvadas. Una vez invaginada la membrana, la clatrina
finalmente se recicla a la membrana celular, sin recubrir las vesiculas que evolucionan
en endosomas tempranos. Estos Ultimos luego experimentan acidificacion y se
fusionan con otras estructuras vesiculares originadas principalmente en el aparato de
Golgi, dando lugar a endosomas tardios donde la mayoria de los complejos ligando-
receptor se disocian, interrumpiendo las cascadas de sefializaciobn que comenzaron en
la superficie celular. Los ligandos o los complejos ligandos-receptores residuales se
clasifican luego en diferentes compartimentos celulares o permanecen en el endosoma
durante su fusion con los lisosomas, donde las condiciones ambientales locales
(enzimas proteoliticas, pH bajo) finalmente conducen a la degradacién de las

estructuras internalizadas.

6.3. Endocitosis mediada por caveolina

La endocitosis dependiente de caveolina desempefia un papel critico en muchos
procesos biologicos, como la sefializacion celular, la transcitosis y la regulacion de
lipidos, acidos grasos y proteinas de membrana [Behzadi, et al., 2017].

Las caveolas son pequefas invaginaciones (60-80 nm) en la membrana
plasmatica que son particularmente abundantes en fibroblastos, células endoteliales,
células del masculo liso y adipocitos. Las principales proteinas de membrana que se
encuentran en las caveolas se denominan caveolinas. Estan presentes en células
epiteliales y no epiteliales. En el caso de las células no epiteliales, como los adipocitos
y las células del masculo liso, las caveolas constituyen una proporcion sustancial de la

membrana celular, lo que aumenta el area de la superficie hasta en un 75 %.



La formacion de caveolas tiene lugar en el citoplasma, involucrando tanto el
reticulo endoplasmico (donde se sintetizan las caveolinas), como el Golgi (donde se
ensamblan las caveolas tempranas). Las caveolas terminan localizdndose en la
membrana celular solo en la maduracion completa. Las caveolas arqueadas luego se
fusionan con los endosomas tempranos y/o con caveosomas, donde no sufren
acidificacion. Tipicamente, en lugar de ser canalizados a los lisosomas, los primeros
endosomas y caveosomas formados se dirigen al complejo de Golgi o descargan a
través de la transcitosis. La internalizacion a través de la endocitosis mediada por
caveolina abre camino a la posibilidad de evitar el compartimiento lisosémico agresivo
y también, si se trata de caveosomas, cualquier forma de acidificacion [Zaki and Tirelli,
2010].

Esta reportado que la forma de Paclitaxel unida a Albumina y la férmula comercial
Abraxane, es captada por las células cancerosas mediante endocitosis mediada por
caveolas. La Albumina es de gran valor agregado para la preparacion, ya que se une a
gp60, el receptor de Alb presente en las caveolas de las células endoteliales,
facilitando su transporte a los espacios intersticiales del tumor, donde ejerce su accién
sobre las células cancerosas [Sahay, et al., 2010]. Debido a que las particulas que
entran en la célula por tales mecanismos dependientes de caveolina pueden escapar
de la degradacion lisosomal, esta ruta de entrada es explotada por algunos patégenos

como los virus.

6.4. Endocitosis independiente de clatrina/caveolina

Este mecanismo tiene lugar en células desprovistas de clatrina y caveolina.
Fundamentalmente es el mecanismo elegido para la incorporacién de hormonas de
crecimiento y de interleucinas a través de membranas con una composicién lipidica
especifica (principalmente colesterol).

Se conoce que el acido félico se internaliza a través de esta via. Teniendo en
cuenta la naturaleza del crecimiento de las células cancerosas, incluida la mayor
demanda de &cido félico, la funcionalizaciéon de NPs con folato se ha abordado con
frecuencia en el disefio de nanoestructuras [Lu and Low, 2012]. Estas NPs son un
excelente ejemplo de particulas internalizadas por esta ruta. La endocitosis, mediada
por el receptor de folato, permitir a estas nanoestructuras escapar a la degradacion en
lisosomas y, a menudo, ser retienen en los compartimentos endociticos o liberadas

directamente en el citoplasma [Kelemen, 2006].
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6.5. Disefio de nanoparticulas para internalizacion

Las propiedades fisicoquimicas de las NPs como composicion, tamafio, forma,
carga superficial, funcionalizacién de la superficie e hidrofobicidad superficial,
desempefian un papel clave en la captacion de las mismas por las células.

El disefio de los nanosistemas debe incluir un estudio detallado de las células
blanco y sus mecanismos mas comunes de internalizacion.

Un nanosistema “ideal” para uso biomédico deberia disefarse para lograr los
siguientes objetivos in vivo: (i) tener un tiempo de circulacién prolongado (evitando la
rapida eliminacion renal); (i) evitar una acumulacion en el higado y bazo; (iii) evitar el
secuestro por el sistema fagocitico mononuclear (MPS); vy, (iv) interaccionar solo
células y tejidos especificos mediante una internalizacién controlada [Polo, et al.,
2017].
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OBJETIVOS

Es objetivo de este trabajo de tesis la obtencién de NPs de potencial uso in vivo
para el diagnéstico y tratamiento del cancer, a partir de la combinacién de diferentes
materiales.

Recientemente en el LaMaBio se describié la preparacion de nanoparticulas de
proteina utilizando radiacién ionizante, sin embargo es desconocido el proceso
fisicoguimico involucrado. Por ello, los Capitulos Il y Il estardn abocados al estudio de
dichas NPs.

En el Capitulo Il se estudiaran las condiciones de agregacion y se caracterizara la
fraccion proteica de las Alb-NPs; mientras que en el Capitulo Ill, se ahondara en un
estudio de la quimica de los posibles radicales involucrados en el entrecruzamiento de
las proteinas durante la irradiacién. Se discutirdn los eventos mas importantes de la
radiolisis del solvente y una aproximacion del mecanismo de estabilizacion de las NPs
por esta técnica.

Posteriormente, se utilizaran esos conocimientos para extender este método de
preparacion a la obtencion de nanoparticulas hibridas oro/albimina (HNPs). Este sera
el eje principal del Capitulo 1V, donde ademas, se hara una exhaustiva caracterizacion
prestando especial atencién a las propiedades y caracteristicas de cada uno de los
componentes de las NPs.

Con el objeto de conferirle direccionamiento hacia células tumorales las HNPs seran
decoradas superficialmente con el péptido DOTA-Bombesina (BD), con potenciales
aplicaciones en la terapia del cancer. En el Capitulo V, se detallara la funcionalizaciéon
superficial y se caracterizaran los nanosistemas preparados.

Finalmente en el Capitulo VI, se estudiara la interaccién de las NPs con cultivos de
las lineas celulares PC-3 y NCI-H460, que sobreexpresan receptores con afinidad por
BD y, con células mononucleares sanguineas, mediante Citometria de Flujo y
Microscopia Confocal. De esta manera se evaluara la potencialidad de las HNPs para

Su usoO como nanoestructuras teranosticas.
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CAPITULO II. PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE PROTEINA

En los ultimos afios, las Alb-NPs han sido foco de estudio por numerosos grupos
de investigacion. Las propiedades de las NPs, como la alta absorcion en los tejidos
biolégicos, las convirtieron en materiales atractivos para aplicaciones terandsticas
[Wacker, 2014; Sachdeva, 1998; Patwekar, et al., 2014]. Adicionalmente, la Albumina
ha atraido la atencion de la industria farmacéutica por ser la proteina sérica mas
abundante con capacidad de unirse a una amplia variedad de farmacos y alterar sus
pardmetros farmacocinéticos.

Como vimos en el Capitulo I, las Alb-NPs pueden prepararse por varios métodos
aunque la conservacion de la estructura nativa de la proteina en la nanoestructura final
aun no ha recibido demasiada atencion.

En este contexto, se busco6 un procedimiento para preparar Alb-NPs a partir de una
técnica que conserve las propiedades de la proteina como unidad monomérica, y por lo
tanto, su conformacion nativa.

A continuacién, se describe la preparacion de estas NPs, especificamente
compuestas por BSA, mediante una serie de pasos que implican: (i) la agregacion
dinAmica de la proteina por etanol y, (ii) el entrecruzamiento radio-inducido mediante

irradiacién con rayos gamma o haz de electrones.

MATERIALES Y METODOS

Para la preparacion de las NPs, se utilizd Albumina sérica bovina, Fraccion V (BSA)
proveniente de Sigma Aldrich. La lisozima Hansozyme® fue donada por Chr. Hansen

Argentina. Todos los demés reactivos fueron de grado analitico.

Preparacion de NPs

Se prepar6 una solucién de BSA 60 mg/ml en buffer fosfato 30 mM, pH 7 (PB). A la
misma se le afiadieron diferentes cantidades de etanol absoluto frio (10, 20, 30, 40 y 45
%v/v), gota a gota con agitacion constante. La concentracion final de proteina en cada
muestra fue 30 mg/ml. Una vez preparadas, fueron saturadas con nitrdgeno gaseoso y
posteriormente, selladas. Durante la preparacion de las NPs, la temperatura se mantuvo
alrededor de los 0 °C.

Las muestras se irradiaron con rayos gamma provenientes de una fuente de

Cobalto-60, en la Planta de Irradiacion Semi-Industrial (PISI) del Centro Atdmico Ezeiza
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perteneciente a la Comisién Nacional de Energia Atdmica (CNEA). La dosis de
irradiacion fue 10 kGy, mientras que tasa de dosis fue 1 kGy/h. La temperatura se
mantuvo entre 5-10 °C durante este proceso.

Después de la irradiacion, las muestras se diluyeron a una concentracion adecuada

en BP para posteriores experimentos.

Preparacion de NPs por irradiacién con haz de electrones

Lairradiacion con haz de electrones se realiz6 mediante pulsos cortos de electrones
acelerados bajo las siguientes condiciones: duracién del pulso: 4 pus, frecuencia del
pulso: 20 Hz, energia del electrén: 6 MeV. La dosis absorbida de radiacion ionizante por
pulso (tiempo de irradiacién: 6 s) fue 1 kGy, generada por un acelerador lineal ELU-6
(Eksma, Rusia). Las irradiaciones se realizaron en el Institute of Applied Radiation
Chemistry, Lodz University of Technology (Polonia) en colaboracién con los

investigadores S. Kadtubowski y P. Ulanski de dicho Instituto.

Determinaciéon de tamaifo

El tamafio de particula se determind mediante la técnica de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS) a 25 °C usando un analizador de tamafio de particula 90Plus/Bi-MAS
(Brookhaven Instruments Corporation), con una fuente de luz de 632,8 nm y un laser de
10 mW (cedido gentilmente por el Dr. Candal - UNSAM).

Cada resultado consistié en el promedio de tres mediciones. Las muestras se
mantuvieron a 4 °C hasta que se analizaron. Las mediciones se llevaron a cabo entre 1

y 30 dias después de la preparacion de la muestra.

Caracterizacion de BSA-NPs mediante Espectroscopia UV-visible, Dicroismo
Circular y FT-IR

Se midi6 la absorbancia de las muestras irradiadas y sin irradiar, con el agregado

de etanol, en un espectrofotometro Shimadzu UV160U. Para ello, se utilizaron cubetas
de cuarzo con 1 cm de paso 6ptico y un volumen de muestra de 100 pl. Posteriormente,
se realizaron los analisis de cuarta derivada de los espectros UV-visible (4dUVv)
obtenidos.

Las mediciones de Dicroismo Circular (CD) se llevaron a cabo a 20 °C en un
equipo Spectropolarimeter Jasco 810, en una celda Peltier para control de temperatura
(Jasco Corporation). Se promediaron entre seis y diez espectros para cada muestra.

La Espectroscopia FT-IR de las muestras se realiz6 mediante el equipo Shimadzu

FT-IR Affinity con un modulo GladiATR (PIKE Technologies). Los espectros se



registraron a partir de 64 adquisiciones de la muestra, con una resolucién de 1 cm™. Los

datos fueron analizados con el software IR Solution.

Comparacion de técnicas de entrecruzamiento proteico

Se prepararon BSA-NPs a partir del agregado de glutaraldehido 2,5 % a muestras
etandlicas de BSA (etanol 35 %v/v). Luego del agregado del agente de
entrecruzamiento, se procedié a la purificacion mediante una columna de exclusion
molecular (CEM) con la matriz G-25 (columnas PD10, GE Healthcare).

A dichas muestras se les midié el tamafio mediante DLS y se las comparé con las
BSA-NPs obtenidas por irradiacién a una dosis de 10 kGy.

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de BSA-NPs

Es conocido que el agregado de etanol a una solucibn de proteina genera
agregados, mas o menos solubles, segun el tamafio de los mismos [Lin, et al., 2004].
Por esta razén, se busco estudiar el perfil de agregacion de la BSA en funcion de la
concentracion de etanol presente. Para ello, se utilizé la técnica de dispersion dinamica
de la luz (DLS) que permite observar las distribuciones de macroagregados presentes
en una solucién de BSA, en presencia o ausencia de etanol. Es importante sefialar que
el disolvente se afadié a temperaturas entre 0 y 5 °C para evitar la desnaturalizacion

proteica.

En la Fig. 2.1, se observan los histogramas de dispersion de tamafio obtenidos en
mezclas de BSA con distintos porcentajes de etanol. En ausencia de etanol agregado,
la solucién de proteina tiene un didmetro promedio de 5 nm. Sin embargo, en el rango
de 10 a 45 %v/v de etanol agregado, se evidencio la presencia de ligeros aumentos en

el tamafio de las particulas presentes en el medio (diametro promedio 30 nm).
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Fig. 2.1 — Estudio de distribucion de tamafio de BSA en distintos porcentajes de etanol por DLS.
BSA en BP (A), con la adicion de etanol al 10 % (B), 20 % (C), 30 % (D), 40 % (E) y, 45 % (F).

A partir de estos resultados, se construye la Fig. 2.2, dénde se compilan los datos
de DLS en un gréfico de diametro hidrodinamico promedio frente al porcentaje de etanol
agregado a la solucién de proteina. En presencia de 40 % de etanol, se generaron
particulas tres veces mas grandes que el diametro hidrodinamico de la BSA en buffer.
Por encima de este porcentaje, se observé un fuerte aumento en el diametro de las NPs.
Por ejemplo, con el agregado de 45 % de etanol, el didmetro promedio ascendi6 a 30

nm. A las muestras con mas de este porcentaje de etanol agregado, no se les pudo
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determinar el didmetro debido a la presencia de un aumento de la viscosidad y/o la

formacion de geles [Van Oss, 1989].
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Fig. 2.2 — Diametro hidrodinamico medio de la solucién de BSA con el
agregado de cantidades crecientes de etanol.

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de estos agregados de proteina, se
diluyeron las muestras etandlicas con agua mas de diez veces. Al reducirse la
concentracion de etanol, se observé la desaparicion de los agregados. En los
histogramas de DLS de estas diluciones, solo se evidenci6 el diametro hidrodinamico
promedio caracteristico de la BSA en ausencia de etanol. Este fendmeno es compatible
con un proceso de agregacion completamente reversible a concentraciones de etanol
subprecipitantes. Por lo tanto, de acuerdo con las mediciones de DLS, las NPs de
proteinas preparadas de esta manera tienen baja estabilidad.

Una vez realizados los andlisis de diametro de las soluciones proteicas en presencia
de diferentes concentraciones de etanol, se procedié a la irradiacion de las mismas.
Como se describe en la seccion “Materiales y métodos”, las muestras fueron irradiadas
con rayos gamma provenientes de una fuente de Cobalto-60. Estudios previos,
realizados en nuestro laboratorio, evidenciaron el requerimiento de una dosis de 20 kGy
para lograr un cambio apreciable en el tamafio de particula [Soto Espinoza, et al., 2012].
Sin embargo, con el objetivo de disminuir la dosis total utilizada, la irradiacion de las
muestras se realiz6 con 10 kGy, a una tasa de dosis de 1 kGy/h.

En la Fig. 2.3, se observa la distribucién de diametros hidrodindmicos de una
solucién de BSA en BP, en ausencia y presencia de etanol (35 %v/v), irradiada y sin

irradiar.
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Al comparar los DLS de la BSA en presencia de etanol 35 %v/v, irradiada y sin
irradiar (Fig. 2.3, histogramas D y B), se observa que la distribucién de tamafio es similar.
Esto significa que el proceso de irradiacion en si mismo no induce a la agregacion de
las moléculas de proteina.

Sin embargo, este proceso de irradiacién adquiere importancia al equilibrar la
muestra irradiada con buffer mediante una cromatografia de exclusion molecular. Es ahi
cuando se observa, que en ausencia de etanol, la muestra irradiada conserva una
distribucion de tamafio mayor que la muestra de BSA en BP sin irradiar (histogramas A
y C de la Fig. 2.3). Las muestras de BSA-NPs demostraron ser estables incluso después
de la dilucion en buffer.
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Fig. 2.3 — Gréficos de la distribucion del diametro de particula obtenidos por DLS:
Solucién de BSA en BP (A) y en presencia de 35 %v/v de etanol (B), sin irradiar. BSA-NPs irradiadas y
equilibradas en BP (C). BSA-NPs en condiciones de irradiacion (35 % etanol) (D).

La Fig. 2.4 muestra un resumen de los cambios en los tamafios medios de las
particulas en diferentes condiciones experimentales, considerando la
presencia/ausencia de etanol y las condiciones de muestras irradiadas/no irradiadas.

Las moléculas de BSA estan principalmente en forma monomérica en soluciones de



agua/buffer. Por lo tanto, el proceso de agregaciéon no es favorable bajo estas
condiciones. La adicién de etanol desplaza el equilibrio hacia la agregacién de proteinas
(que tiene una dependencia con el disolvente, como se mostré en la Fig. 2.1). Después
del entrecruzamiento, mediado por radiacion ionizante, este equilibrio se desplaza a la
condicion de agregacion aumentando el tamafio de las NPs. Pero, cambiando el medio
a una condicion de agregacion desfavorable (por dilucion con buffer, o intercambio de
disolvente por CEM), se observa que todas las moléculas de BSA no entrecruzadas

covalentemente se separan de las NPs, con la excepcion de las covalentemente
entrecruzadas.
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Fig. 2.4 — Gréfico de barras 3D que muestra la evolucién del diametro hidrodinamico medio del
procedimiento secuencial de preparacién de BSA-NPs.

El analisis de los datos permiti6 inferir que el mecanismo de formacion de las BSA-
NPs es producto de la combinacion de una agregacion dindmica y un efecto de
entrecruzamiento mediado por la irradiacion de la BSA en presencia de una solucion
etandlica. Dicho mecanismo se esquematiza en la Fig. 2.5.

En este mecanismo propuesto, el principal efecto del disolvente es la reduccién de
la capa de hidratacién que recubre las proteinas. Adicionalmente el etanol genera una
reduccion de la constante dieléctrica de la solucion. Esto produce un aumento en la
interaccion electrostatica entre las moléculas de BSA, lo que induce la agregacion de
proteinas. En estudios previos de nuestro laboratorio también se demostré que otros
disolventes polares solubles en agua, como el acetonitrilo y el isopropanol, también

generan BSA-NPs, mientras que otros precipitantes de proteinas, como el sulfato de
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amonio o las sales de cloruro de sodio, no inducen la formacion de BSA-NPs [Soto

Espinoza, et al., 2012].
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Fig. 2.5 — Esquema del mecanismo propuesto para la preparacion y estabilizacion de BSA-NPs.

Con el fin de evaluar la influencia de gases en el proceso de irradiacién de las NPs,
se prepararon soluciones etandlicas de BSA saturadas con nitrégeno, aire (oxigeno 21
%) y acetileno. Las muestras, en frascos sellados, fueron irradiadas con rayos gamma,
a una dosis de 10 kGy y una tasa de dosis de 1 kGy/h. El andlisis de los tamafios se
realizé por DLS. En la Fig. 2.6, se observan los histogramas de distribucion de tamafio
de las diferentes muestras.

Como resultado, los gases reactivos frente a la radiacion, como el oxigeno o el
acetileno, permitieron obtener NPs de tamafios mayores. Esto demuestra que pequefias
cantidades de aditivos (en este caso gases disueltos) generan cambios en los radicales
libres generados por la radiacion ionizante que impactan sobre el didmetro
hidrodinamico final de las BSA-NPs. En el Capitulo Ill, se estudiara con mas detalle el
rol de los radicales libres en la estabilizacién de la nanoestructura mediante radiacion

ionizante.
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Fig. 2.6 — Histogramas de distribucion de tamafio de una solucion etandlica de BSA (35 %v/v)
irradiada bajo atmésfera de aire (A), nitrégeno (B) y, acetileno (C).

Preparacion de BSA-NPs mediante irradiacion con haz de electrones

Como se menciond en el Capitulo |, el entrecruzamiento inducido por radiacion es
un proceso bien conocido para crear nuevos enlaces quimicos. Se ha descripto para
varios polimeros sintéticos y naturales disueltos en agua e irradiados con rayos gamma
y/o haz de electrones [Ulanski, et al., 2002; Kadlubowski, et al., 2003; Kadlubowski, et
al., 2012; Kadlubowski, 2014]. La capacidad de inducir reordenamientos
macromoleculares de las moléculas en solucion, alcanzando un macrohidrogel
(principalmente entrecruzamiento intermolecular) o nanogeles (principalmente por
entrecruzamiento intramolecular), puede ajustarse cambiando las condiciones
experimentales.

Como vimos anteriormente, es factible la obtencion de BSA-NPs mediante
irradiacion con rayos gamma. Por ello se propuso estudiar la preparacion de las mismas
a partir de la irradiacion con un haz de electrones.

Para soportar un mecanismo de dos pasos (agregacion y entrecruzamiento), se
realizé una irradiacion muy corta a unatasa de dosis alta, utilizando un haz de electrones

pulsado. Se prepararon muestras libres de oxigeno (saturadas con argon) para evitar
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otras reacciones secundarias. Este experimento también se usé para determinar la dosis
de irradiaciobn minima requerida para preparar NPs de proteina en condiciones libres de
oxigeno.

El acelerador de haz de electrones se ajustoé para administrar una dosis de 1 kGy
por pulso (6 s). Se realizaron uno y dos pulsos en muestras de BSA desgasificadas. En
la Fig. 2.7 se observa el grafico del diametro hidrodinAmico promedio de las NPs

irradiadas en una solucién de etanol 35 %v/v en las condiciones ensayadas.
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Fig. 2.7 - Diametro hidrodindmico medio de una solucién acuosa de BSA-NPs preparadas por irradiacion
con haz de electrones a diferentes dosis. La condicién 1+1 se refiere a una administracion de dosis total
de 2 kGy en dos pulsos con un intervalo de 300 s entre ellos.

En el caso de la condicion de irradiacion de 2 kGy, se investigaron dos
configuraciones experimentales: (i) una irradiacion pulsada continua (Fig. 2.7, 2 kGy) vy,
(i) un irradiacion pulsada con un tiempo de espera de 300 s entre pulsos (Fig. 2.7, 1+1
kGy), realizada con el objetivo de permitir la relajacion de la muestra y evitar de esta
manera, un aumento de la temperatura local.

Como resultado se observé que la dosis de 1 kGy mostrd una desviacion estandar
amplia que podria asignarse a un proceso de entrecruzamiento incompleto, mientras
gue la dosis de 2 kGy permiti6 la formacion de NPs independientemente de las

condiciones de irradiacion (continua o por pulsos).

El entrecruzamiento intramolecular de polimeros solubles inducido por radiacion fue
desarrollado por Ulanski y Rosiak [Ulaniski, et al., 1998; Ulanski and Rosiak, 1999]. La
principal ventaja que presenta es que puede llevarse a cabo en un sistema

polimero/disolvente puro, libre de mondmeros, iniciadores, agentes entrecruzantes o



cualquier otro aditivo, por lo que es especialmente adecuado para la sintesis de
productos de alta pureza para uso biomédico. En este enfoque, la solucién acuosa pura
de un polimero se somete a un pulso corto de radiacién ionizante (Uunos pocos
microsegundos). De esta manera, muchos radicales se generan simultaneamente a lo
largo de cada cadena polimérica, y su recombinacion intramolecular conduce a la
formacion de nanogeles. Se ha demostrado que dicho procedimiento puede usarse para
sintetizar nanogeles a partir de polimeros hidréfilos simples, por ejemplo, poli(alcohol
vinilico) [Ulanski and Rosiak, 1999], poli(N-vinilpirrolidona) [Kadlubowski, et al., 2012;
Kadlubowski, et al., 2014; Ulanski and Rosiak, 1999; An, et al., 2011; Dispenza, et al.,
2012], poli(vinil metil éter) [Schmidt, et al., 2005] y poli(acido acrilico) [Kadlubowski, et
al., 2003; Furusawa, et al., 2004].

El uso de radiacién para controlar la nanoestructura de péptidos y proteinas fue
demostrado por Furusawa, et al. y por Akiyama, et al., quienes prepararon particulas de
gelatina de tamafio nanométrico [Furusawa, et al., 2004; Akiyama, et al., 2007]. Sin
embargo, la gelatina proviene de un hidrolizado del colageno (una proteina fibrilar), con
lo cual las propiedades de disolucidon son muy parecidas a un polimero sintético. La
generacién de estas nanoparticulas se podria explicar por el mecanismo descripto
previamente por Ulanski y Rosiak.

Las BSA-NPs constituyen agregados de proteinas en estado nativo, con lo cual el
mecanismo de entrecruzamiento no responderia a este mecanismo. En el Capitulo IlI

se discutira en profundidad este tema.

Caracterizacion de las BSA-NPs

Para caracterizar las BSA-NPs obtenidas, se realiz6 un andlisis espectroscopico
utilizando las técnicas que se aplican al estudio de las proteinas y sus cambios
conformacionales, tales como UV-visible, CD y FT-IR.

Para aumentar la sensibilidad del analisis por UV-visible se realizé un analisis de
cuarta derivada de los espectros (4dUVv). Esto proporciona informacion principalmente
sobre los aminoacidos aromaticos. La alteracion de los microambientes de fenilalanina
(Phe), tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp) (polaridad, hidratacion, interacciones hidrofébicas
y densidad de empaquetamiento) puede seguirse con esta técnica. La BSA tiene 28
Phe, 20 Tyr y solo 2 Trp (BLAST P02769/25-607). Los ultimos se encuentran en los
dominios | y Il de los tres dominios de BSA. Esta proteina también tiene 35 residuos de
cisteina, 34 de los cuales estan formando 17 enlaces disulfuro. Estos puentes tienen
una banda de absorcién débil en la region UV cerca de 260 nm.

En la Fig. 2.8, se observan los espectros 4dUVv de las muestras analizadas.
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Fig. 2.8 — Cuarta derivada del espectro UV-visible de las BSA-NPs, en presencia de etanol al 35
%vlv, irradiadas con el haz de electrones a 2 kGy (condicién 1+1).

Las BSA-NPs irradiadas con 2 kGy (condicién 1+1) no presentaron cambios de
picos maximos de absorbancia, observandose la misma forma espectral que una
solucion de BSA no irradiada. Esto indica que el microambiente de los aminoacidos
aromaticos mantiene la misma conformacion caracteristicas presente en la proteina sin
irradiar [Soto Espinoza, et al., 2012]. Solo se notaron ligeros cambios en el rango de
250-260 nm en la muestra irradiada. Segun la literatura, esto se puede asignar a
cambios en los aminoacidos aromaticos, particularmente en Phe. Es posible que ocurra
alguna modificacién en dicho aminoéacido, ya que la longitud de onda de absorbancia
maxima para el mismo es a 258 nm, mientras que para Trp y Tyr es 280 y 275,

respectivamente.

En estudios anteriores de nuestro laboratorio, Soto Espinoza et al. demostro que el
analisis espectral de CD de las muestras de BSA irradiadas no presenta cambios
importantes en la "regién de huella digital" que corresponde al CD cercano. Esto se
observo al realizar la técnica de CD de las muestras diluidas en agua. Ellos atribuyeron
un aumento en la sefal de CD de las muestras de NPs a una estructura conformacional
mas rigida de BSA [Soto Espinoza, et al., 2012].

En este contexto, se realizo el analisis de Espectroscopia de CD sobre muestras de
BSA diluidas en el mismo buffer de irradiacion, que contiene etanol, como se observa
en la Fig. 2.9. Se compararon los espectros CD cercano de las BSA-NPs en etanol,
antes y después de la irradiacion. Como resultado, se observo que las proteinas no

presentaron cambios significativos en su estructura ternaria.
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Fig. 2.9 — Espectros de CD cercano correspondientes a la proteina BSA en: BP (A); con la adicién de 35
%v/v de etanol (B); irradiadas con haz de electrones a unas dosis de 2 kGy (condicién 1+1) (C).

Adicionalmente, se analiz6 la estructura secundaria de las proteinas con el objetivo
de encontrar informacion estructural complementaria a partir de los espectros de CD
lejano. De acuerdo con la base de datos de UniProt, la estructura tridimensional de la
BSA (P02769-ALBU BOVIN) tiene alrededor de 74 % de hélices alfa y 3 % de las
estructuras laminas beta. Por lo tanto, el espectro total de CD corresponde a la adicion
de las sefales de todas las estructuras, que es principalmente la forma de la sefial de

hélice alfa [https://www.uniprot.org/uniprot/P02769].

En la Fig. 2.10 se observa el grafico de CD lejano. El espectro muestra picos
minimos a 208 nmy 222 nm y, un maximo a 192 nm. La adicion de etanol (35 %v/v) no
mostré un efecto apreciable sobre la composicién relativa de hélices alfa, las laminas
beta y las estructuras aleatorias. Sin embargo, después de la irradiacion (2 kGy), se
detectd una reduccion en los picos minimos y en el maximo (Fig. 2.10, espectro linea
punteada). Estos cambios podrian atribuirse a la pérdida parcial de estructuras
secundarias (hélices alfa) y a la aparicién de estructuras desordenadas. Las estructuras
aleatorias tienen una contribucién de sefial de CD muy baja en el rango de 210-240 nm
y una sefal negativa en el rango de 190-210 nm. Considerando la altura del pico de 208
nm, se puede estimar una reduccion (pérdida) de aproximadamente un 20 % de la

estructura secundaria de las hélices alfa durante el proceso de nanoestructuracion.
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Fig. 2.10 — Espectros de CD lejano correspondientes a la proteina BSA en: BP (A); con la adicion de 35
%v/v de etanol (B); irradiadas con haz de electrones a unas dosis de 2 kGy (condicién 1+1) (C).

El andlisis de CD proporciona una imagen completa de todas las proteinas
presentes en la muestra irradiada. Por lo tanto, se pueden esperar al menos dos
escenarios posibles: (i) que algunas moléculas BSA estan completamente
desnaturalizadas mientras que otras estan completamente inalteradas; o (ii) que todas

las moléculas BSA estan parcialmente desnaturalizadas.

Se realizé el estudio comparado de la BSA-NPs respecto de la BSA por FT-IR. Esta
técnica proporciona un método para estudiar la desnaturalizacion de proteinas porque
las frecuencias, intensidades y anchos de banda de sus sefiales caracteristicas son muy
sensibles a los cambios conformacionales en la proteina y en sus microentornos
[Murayama and Tomida, 2004].

Las bandas de Amida | y Amida Il de proteinas en soluciones acuosas se centran
en aproximadamente 1660 y 1550 cm, respectivamente. La amida | se atribuye
principalmente a una combinacién desfasada de estiramientos de C=0 y C-N de los
grupos amida. En general, la banda Amida | tiene un perfil de banda compuesto, que
consta de varios componentes espectrales relacionados con las diferentes estructuras
secundarias. Ademas, la banda Amida Il se atribuye a una combinacion de las sefiales
de estiramiento C—-N y flexion N—H de los grupos amida [Murayama and Tomida, 2004;
Militello, et al., 2004].

Los espectros de FTIR se observan en la Fig. 2.11. Como resultado de este analisis
de las muestras de BSA-NPs y BSA se observé que los picos correspondientes a las

amidas estaban conservados. Mediante esta técnica, se observaron sefales similares,



en la regibn amida, tanto para la BSA como para las NPs. Los espectros son
comparables a los de las muestras de BSA hidratadas preparadas por otros autores
[Grdadolnik and Maréchal, 2001]. Dado el grado de hidratacién que presentan no fue
posible un analisis mas exhaustivo del contenido de estructura secundaria a partir de

estos espectros.
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Fig. 2.11 — Espectros ATR FT-IR de la BSA y BSA-NPs correspondientes a la regién amida.

A partir de los resultados obtenidos mediante las tres técnicas de caracterizacion
antes mencionadas, podemos concluir gue la mayoria de las proteinas en las muestras
mantuvieron su estructura nativa. Por lo tanto, las NPs estarian formadas por la

agregacion de moléculas de proteina con una alteracibn menor en su estructura.

Comparacion de técnicas de entrecruzamiento proteico

Con el fin de comparar los métodos de entrecruzamiento de proteinas por radiacion
ionizante y agentes quimicos, se prepararon NPs de Albumina por ambas técnicas. Las
BSA-NPs obtenidas por radiacion fueron comparadas con el método alternativo de
preparacion que usa glutaraldehido como agente de entrecruzamiento. Parar ello, una
solucion etandlica de BSA se traté con el mencionado agente.

Se obtuvieron NPs con un diametro medio similar al de las irradiadas (no
estadisticamente diferentes) como se observa en la Tabla 2.1.

Estos datos también estan en concordancia con un mecanismo secuencial de

formacion de NPs. Sin embargo, la utilizacion de glutaraldehido para la
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preparacion/estabilizacion de las NPs tiene la desventaja de la naturaleza toxica del
mismo, lo que conlleva a la necesidad de asegurar la remocion completa del mismo para

el posterior uso de las NPs en Nanomedicina.

CONDICION DIAMETRO (nm)
Glutaraldehido (2,5 %) 17,5+ 3,0
Irradiacion (Dosis: 10 kGy) 20,5+35

Tabla 2.1 — Diametro promedio medio de las BSA-NPs obtenidas por radiacion y mediante
entrecruzamiento quimico. Ambas NPs se prepararon en etanol 35 %v/v.

CONCLUSIONES PARCIALES

Se obtuvieron NPs de BSA preparadas por irradiacion de soluciones de proteinas
en mezclas de agua/etanol, utilizando una fuente de radiacion ionizante. Los datos
experimentales respaldan la hip6tesis de un proceso en dos pasos en el que se produce
la agregaciéon de las proteinas en la mezcla agua/disolvente, y el entrecruzamiento
radio-inducido de las mismas.

Las diferentes concentraciones de etanol revelan la presencia de particulas de
diferentes tamafios que pueden ser interconvertidas dindmicamente. Después de la
irradiacion de las muestras, se produce un proceso irreversible de agregacion.

Las NPs fueron caracterizadas por las técnicas de UV-visible, CD y FT-IR. El
andlisis de cuarta derivadas de los espectros de las NPs obtenidos por Espectroscopia
UV-visible mostr6 cambios en el microambiente de los aminoacidos arométicos,
principalmente de Phe. Los espectros CD cercanos y lejanos mostraron que la
estructura secundaria y ternaria de BSA se modifica levemente. Al analizar los espectros
de CD lejanos se observé una ligera reduccion en el contenido de alfa hélice de la
estructura secundaria de la proteina luego de la irradiacion.

Por otro lado, el andlisis por FT-IR de las muestras parcialmente hidratadas no
mostré cambios globales en la cadena principal de la proteina que forma las NPs.

Los resultados de estos estudios permiten concluir que las moléculas de BSA que

constituyen las NPs se encuentran principalmente en su conformacion nativa.
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CAPITULO lIl. ROL DE LOS RADICALES EN LA PREPARACION DE NPs

Los efectos de la radiacion ionizante sobre las proteinas se han estudiado desde
las etapas iniciales de esta tecnologia. Estos efectos pueden ser directos o indirectos y
se espera que ocurran muchas reacciones radicalarias de acuerdo con las condiciones
de irradiacion y la preparacién de la muestra.

La mayoria de las condiciones estudiadas de irradiacion de soluciones de proteinas
en estado liquido generan la degradacién de la misma. Sin embargo, como se describe
en el Capitulo Il, se pueden obtener Alb-NPs mediante la irradiacion de soluciones de
proteinas en presencia de una alta concentracion de etanol.

Dado que el proceso de entrecruzamiento inducido por radiacion que ocurre al
generarse las NPs es aun un motivo de debate [Szafulera, et al., 2018], en el presente
Capitulo se evaluaran nuevos datos experimentales buscando dilucidar las principales

reacciones radicalarias involucradas en dicho proceso.

MATERIALES Y METODOS

La Albamina (BSA), L-histidina (His)>99% y L-prolina (Pro)> 99% fueron comprados
a Sigma Aldrich. El L-triptéfano (Trp), pureza 99% y la L-alanina (Ala), de grado USP,
se adquirieron de Gibco. La L-fenilalanina (Phe) pureza > 99% y el metanol (grado
HPLC) fueron proporcionados por Merck; el acido férmico por J.T. Baker y, tanto la L-
tirosina (Tyr) pureza > 99% como la cistina (Cys-sCy) pureza > 99% de Anedra. El
etanol, de grado analitico, se compr6 a Biopack. Por otro lado, se adquirié difenil-1-
pirenilfosfina (DPPP) de Cayman Chemical Co.

Todos los demas reactivos utilizados para estos ensayos fueron de calidad

analitica.

Irradiacién de soluciones de aminoacidos

Se prepararon soluciones madre de los aminoacidos Trp, Tyr, Phe, Ala, His y Cys-
sCy, en una concentrancion de 2 mM, usando agua bidestilada. Las muestras a irradiar
se prepararon diluyendo cada solucién madre (1 ml) en agua bidestilada (0,4 ml) y etanol
absoluto (0,6 ml). La concentracion final de aminoacidos en la muestra fue 1 mM y de
etanol 30 %v/v. Las muestras se prepararon en viales de vidrio, se burbujearon con N>
durante 5 min y se cerraron herméticamente, manteniendo la temperatura inferior a 10

°C durante todo el procedimiento.
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Las muestras se irradiaron con una fuente de rayos gamma provenientes de una
fuente de Cobalto-60, en la Planta de Irradiacion Semi-Industrial (PISI) del Centro
Atomico Ezeiza perteneciente a la Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA). La
dosis de irradiacion fue 10 kGy, mientras que tasa de dosis fue 1 kGy/h. La temperatura

se mantuvo entre 5-10 °C durante este proceso, con un riguroso control de la misma.

Preparaciéon de nanoparticulas

Las BSA-NPs se prepararon segun el protocolo descripto en el Capitulo II.
Brevemente, se diluyé una solucion acuosa de BSA (30 mg/ml) con etanol frio hasta
alcanzar el 30 %v/v, manteniendo la temperatura a 0 °C bajo agitacion constante. Las
muestras de agual/etanol se desgasificaron previamente mediante burbujeo de N
durante unos minutos antes de sellarlas herméticamente. Se irradiaron a 10 kGy con
una tasa de dosis 1 kGy/h. La temperatura de la muestra durante la irradiacién estuvo
entre 5y 10 °C.

Después de la irradiacion, se eliminé el disolvente mediante una columna PD10,
(GE Healthcare). Las BSA-NPs se purificaron mediante CEM con Sephadex G-200

(volumen de lecho 19 ml) utilizando agua bidestilada como disolvente. Flujo: 0,5 ml/min.

Espectroscopia de fluorescencia de estado estacionario

Se realizaron estudios de fluorescencia en un Fluorospectrofotometro S2 Scinco.
La ranura de excitacion se fijo en 2,5 nm, mientras que la ranura de emision se fijé en 1
nm de ancho. El barrido de velocidad se establecié a 60 nm/min y la resolucion fue de
0,5 nm.

Las soluciones de Tyr, antes y después de la irradiacion, se excitaron a 280 nmy
su rango de emision se observo entre 280-550 nm. Para el Trp, las muestras antes y
después de la irradiacion, se excitaron a 295 nm, registrando la emisién en el rango de
350-550 nm. Ademas, la presencia de biTyr se evalué por excitacion a 325 nm de las
muestras de Tyr irradiadas en agua y etanol/agua. La emision se detect6 entre 350-550
nm [Queiroz, et al., 2016].

Cuantificacion de aminoacidos por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) -ESI-MS/MS

Las muestras de amino&cidos se analizaron por cromatografia liquida utilizando un
sistema HPLC-MS/MS Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific), acoplado a un

espectrometro de masas Quantum AccessMax TSQ (Thermo Fisher Scientific). El

esquema de medicién por esta técnica es descripto en la Fig. 3.1.
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Fig. 3.1 — Esquema del analisis ESI-MS/MS de aminoacidos individuales mediante la técnica de MRM.

Los analitos se separaron en un modo mixto HILIC-1 Acclaim ™ (150 mm x 4,6 i.d.,
5 uym) (Thermo Fisher Scientific), en condiciones isocraticas. La fase movil consistio en
formiato de amonio 10 mM en metanol/agua (95/5) a un caudal de 0,5 ml/min. La
temperatura de la columna se ajusté a 40 °C y el volumen de inyeccion fue de 25 pL.

El espectrometro de masas de triple cuadrupolo TSQ Quantum Access Max con
una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) se hizo funcionar en el monitoreo de
reacciones multiples (MRM) en modo positivo. Las transiciones de MRM para los
analitos y su energia 6ptima de colisibn de MS se resumen en la Tabla 3.1. Los datos
se adquirieron utilizando el software Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific). Las
condiciones de MRM para la deteccion de los aminoéacidos Pro, Ala, Phe, Tyr, Trp, Cys-

sCy e His se resumen en la Tabla 3.1.

Una solucién de Pro se utiliz6 como estandar interno. Se prepard pesando con
precision 10 mg de Pro y disolviéndola en un matraz volumétrico de 25,0 ml en acido
férmico 0,1 %.

Las muestras se diluyeron hasta una concentracion final de 0,8 uM. Las diluciones
se realizaron en metanol y se agreg0 el estandar interno a una concentracion final de
100 ng/ml. El agua ultrapura utilizada se obtuvo utilizando un equipo de RF puro EASY
(Barnstead). Todas las soluciones se filtraron a través de una membrana de nylon de
0,45 um (Micron Separations), y se desgasificaron antes del uso.

Este trabajo fue realizado en colaboracién con las investigadoras Dra. Sabrina Flor
y Dra. Silvia Lugangioli del Departamento de Tecnologia Farmacéutica, Facultad de

Farmacia y Bioquimica (UBA).
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lon precursor lon fragmento Energia de

Aminodcido [M+H]* (m/z)  [M+H]* (m/z)  colisién (eV)
L-Pro 116,2 Sgﬁ fg
L-Ala 90,2 44,4 13
L-Phe 166,2 120,3 12
L-Tyr 182,2 91,2 31
L-Trp 205,2 146,1 17
L-His 156,1 110,2 11

L-(Cys), 241,0 J;gf} gg

Tabla 3.1 — Condiciones de MRM monitoreadas para las muetras de aminoacidos irradiados y sin irradiar.

Electroforesis SDS-PAGE
Las NPs se analizaron utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para ello, siguiendo el protocolo descripto por Laemmli,
se prepar6 un gel 8 % [Laemmli, 1976]. El gel se corrié con una corriente de 12 mA, en
un sistema de electroforesis Mini-Protean (BioRad), y se tifio con Amido Black. Las
muestras se prepararon en buffer de siembra (sample buffer) sin el agregado de -

mercaptoetanol, a menos que se describa lo contrario.

Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-vis se realizdé con un espectrofotdmetro Shimadzu UV160U

en el rango de 220 a 420 nm, segun el procedimiento descripto en el Capitulo Il.

Determinaciones analiticas

El peroxido de hidrogeno (H.O.) se determind con un reactivo fluorescente
especifico a 37 °C en una solucion de cloroformo/metanol (1/1). La muestra se mezclo
con una solucion que contenia DPPP, que en presencia de hidroperéxidos se oxida a
un 6xido de DPPP fluorescente [Okimoto, et al., 2000]. Las longitudes de onda de
excitacion y emision se establecieron a 351 nm y 380 nm (ancho de corte 5,0 nm),
respectivamente. Las mediciones se realizaron durante los siguientes 5 min utilizando
el espectrofluorometro Cytation 5 (Biotek Instruments). Se usé una solucion de DPPP

sin hidroperéxidos como control negativo. El limite de deteccion fue de 1 uM.



El amoniaco libre se midi6 mediante una reaccion enzimatica de un kit comercial
para medir el amoniaco en plasma humano (Wiener Laboratorios SAIC). La reaccion
enziméatica procedi6 a 37 °C durante 30 min. El limite de deteccién fue de 10 puM.

El acetaldehido se midié segin un método colorimétrico estdndar [Johnson and
Scholes, 1954]. El volumen de la reaccion se redujo 20 veces para reducir el consumo
de solvente. El limite de deteccion fue de 1 nM.

El pH se determiné utilizando un medidor de pH (Denver Instrument), utilizando un

electrodo de vidrio de pH (Sartorius).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Hace mas de 30 afios se describié que la Albumina irradiada en una solucion libre
de oxigeno, puede formar enlaces covalentes intermoleculares que contribuyen a la
precipitacion de la solucién en forma de agregados [Schuessler and Schilling, 1984]. La
aplicacion de la tecnologia de la radiacion ionizante se extendié a la modificacién de
otras proteinas [Kamarei and Karel, 1983; Singh and Vadasz, 1983; Ressouany, et al.,
1998; Audette, et al., 2000; Hawkins and Davies, 2001]. Segun la dosis de radiacion
adsorbida y el tiempo de exposicion a la radiacion, los resultados pueden variar desde
la polimerizacion hasta la despolimerizacion de las moléculas de proteina [Kuan, et al.,
2013]. En la mayoria de los casos, ambos procesos ocurren simultaneamente.

Los principales mecanismos de dimerizacién o polimerizacion identificados en las
soluciones de proteinas irradiadas en agua y en ausencia de oxigeno son: (i) la
formacion de puentes disulfuro intermoleculares provenientes de la oxidacién de los
grupos tioles; (ii) la formacién de biTyr proveniente de la oxidacion de las Tyr; v (iii) la
dimerizacion de residuos de Phe. También se ha propuesto la ocurrencia de una
oxidacién de los enlaces peptidicos [Houée-Levin and Sicard-Roselli, 2001]. Sin
embargo, hasta el presente no hay trabajos cientificos publicados sobre la irradiacion
de Albumina en presencia de una alta concentracion de etanol, como el que se describe
en este trabajo de tesis.

El estudio detallado sobre el efecto del etanol en la agregacién de Albdumina
(Capitulo 1) demostré que la presencia del cosolvente en la solucién permite una
agregacion reversible de las proteinas que es proporcional a la cantidad de etanol
agregado. El proceso debe realizarse a temperaturas cercanas a 0 °C, para preservar
la estructura nativa de la Albumina, a través la estabilizacién de los enlaces puente de
hidrogeno del solvente alrededor de las macromoléculas. Este efecto también fue

descripto para otros solventes, como acetonitrilo e isopropanol (Capitulo Il) y, metanol
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[Queiroz, et al., 2016]. Sin embargo, la reversibilidad de la agregacion de la Alb y la
conservacion de la estructura de la proteina nativa, no han sido estudiadas en
profundidad para estos solventes.

Como se demostré en el Capitulo Il, para estabilizar la agregacion de proteinas, es
necesario generar un entrecruzamiento intermolecular entre las moléculas de las
mismas. De esta manera, la etapa de irradiacion con rayos gamma o con un haz de
electrones permite la obtencién de una nanoestructura estabilizada. El mecanismo del
proceso de entrecruzamiento, bajo estas condiciones experimentales, es una cuestion
de estudio. Recientemente, otros autores han informado la presencia de una sefal
fluorescente en la suspension irradiada, que se ha asignado al entrecruzamiento de
proteinas por la formacion de enlaces entre dos residuos de tirosina (biTyr) [Queiroz, et
al., 2016]; de manera similar a los descripto por otros autores que estudian el
entrecruzamiento de proteinas de alimentos [Ressouany, et al., 1998; Kuan, et al.,
2013]. Sin embargo, el aumento especifico de la sefial de fluorescencia correspondiente
a la presencia de biTyr se detecta principalmente en muestras de proteinas irradiadas
en agua. En muestras con una proporcién creciente de etanol, las sefiales de
fluorescencia detectadas para biTyr son de menos intensidad [Queiroz, et al., 2016].
Tampoco se ha demostrado una correlaciéon entre la intensidad de fluorescencia de biTyr

y otra variable, como por ejemplo la cantidad de Alb o de etanol.

Espectroscopia de fluorescencia de estado estacionario

Teniendo en cuenta la gran importancia de la radidlisis del solvente en las muestras
irradiadas en medios acuosos, Yy la necesidad de esclarecer el mecanismo por el cual
ocurre la estabilizacién de las nanoestructuras por radiacion, se llevo a cabo un estudio
de fluorescencia de muestras de BSA-NPs. Para ello, una muestra preparada de
acuerdo a lo descripto en el Capitulo Il, se purific6 por CEM con una columna de
Sephadex G-200. Se sembraron 500 pl de una muestra de BSA-NPs previamente
acondicionada mediante una columna PD10. La elucién se recolect6 en fracciones de
500 ul para construir el perfil de la Fig. 3.2. La fraccién correspondiente al primer pico
(BSA-NPs purificada) fue recuperada. La muestra fue analizada por DLS para corroborar

gue efectivamente correspondia a las nanopatrticulas.
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Fig. 3.2 — Perfil de purificacion de las BSA-NPs irradiadas mediante una CEM G-200.

Se realiz6 una espectroscopia de fluorescencia de la muestra de BSA-NPs
iradiadas purificadas y sin purificar para estudiar la presencia de enlaces biTyr. Esta
dltima estructura puede detectarse facilmente por fluorescencia ya que al excitar la
muestra a 325 nm, se observa un pico de emision entre 410-420 nm. La generaccién de
biTyr ha sido bien estudiada previamente por Davies et al. sobre una solucién acuosa
de BSA irradiada con rayos gamma [Davies, et al., 1987]. Estos autores demaostraron
que el radical hidroxilo (*OH), proveniente de la radidlisis en agua, induce una
generacion proporcional de biTyr en todas las dosis estudiadas en ausencia de oxigeno.
La presencia de este Ultimo gas inhibe la generacién de biTyr.

En el analisis de fluorescencia de la muestras irradiada sin purificar se detecté un
pico de emisién amplio en el rango comprendido entre 380-460 nm. Sin embargo, las
muestras de BSA-NPs purificadas no mostraron sefiales de fluorescencia después de
la excitacién a 325 nm. Cabe destacar que la sefal de fluorescencia obtenida en la
muestra sin purificar presenté una forma similar a los datos informados por Queiroz, et
al. [Queiroz, et al., 2016].

Las proteinas y las NPs basadas en proteinas son sistemas complejos; por lo tanto,
para simplificar el andlisis, soluciones de Tyr en agua y en una mezcla acuosa de etanol
se irradiaron con rayos gamma con una dosis de 10 kGy. Se ha descrito previamente
gue la irradiacion gamma de soluciones acuosas de Tyr y péptidos que contienen Tyr
produce dihidroxifenilalanina a pH neutro [Lynn and Purdie, 1976]. Los mismos

resultados se han informado para las Tyr presentes en proteinas como consecuencia
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de los radicales *OH [Gieseg, et al., 1993]. Adicionalmente, se ha reportado la presencia
de biTyr en soluciones acuosas irradiadas de Tyr y péptidos que contienen Tyr, en
ausencia de oxigeno [Boguta, et al., 1982]. Algunos afios después, la formacion de biTyr
a partir de Tyr de diferentes moléculas se ha identificado como uno de los enlaces mas
importantes entre proteinas entrecruzadas por radiaciones [Ressouany, et al., 1998;
Kuan, et al., 2013].

En la Fig. 3.3 se muestran los espectros de fluorescencia correspondientes a
muestras de Tyr irradiada y sin irradiar. Ademas, se analizaron muestras preparadas en
agua y agua/etanol 30 %v/v. En todos los graficos se observan los espectros de emision
después de la excitacion a 280 nm (linea continua del gréafico) y 325 nm (linea punteada),

que corresponden a los maximos de absorcion de la Tyr y biTyr, respectivamente.
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Fig. 3.3 — Espectros de fluorescencia de: Tyr en solucion acuosa sin irradiar (A), irradiada a una dosis de
10 kGy (B); solucidn etandlica de Tyr sin irradiar (C), e irradiada (D).

Las muestras evidenciaron una sefal en los espectros de emision correspondiente
a Tyr a 314 nm y 301 nm, en las muestras preparadas en agua y agua/etanol
respectrivamente. El cambio de pico en el Gltimo espectro se asigna a las diferencias en

la composicién del disolvente. La muestra irradiada en agua mostroé la emision esperada



correspondiente a biTyr (422 nm en este caso) después de la excitacién a 325 nm,
mientras que la muestra irradiada en la mezcla conteniendo etanol no mostro sefial de
biTyr. Adicionalmente, esta Ultima mostr6 un aumento de la sefial en el espectro de
emision después de la excitacion a 280 nm.

Este fendmeno de inhibicién de la formacién de biTyr también fue detectado
previamente en Tyr presentes en proteinas. La irradiacion de BSA (a una dosis <1 kGy)
en presencia de alcohol isopropilico 1 M inhibi6 la formacion de biTyr en la muestra
[Davies, et al., 1987].

Cuantificacién de aminoéacidos por HPLC-ESI-MS/MS

Dado que la presencia de etanol modifica de manera importante los productos
obtenidos (ausencia de biTyr), se decidio estudiar el efecto del solvente sobre muestras
de aminoécidos irradiadas.

La irradiacion de aminoacidos fue un tema de estudio de muchos grupos de
investigacion por décadas [Hawkins and Davies, 2001]. Es conocido que cada
aminodcido tiene varios productos de degradacién dependiendo de las condiciones de
irradiacién (solvente, gases disueltos, dosis, etc.). Dado la enorme complejidad del tema
y, como forma de realizar una aproximacién rapida al problema, se decidié estudiar
cuantitativamente la no modificacién de un aminoacido por efecto de la irradiacién en
nuestra condicién de solvente que estabiliza las NPs.

Para estudiar el grado de modificacion de los aminoacidos irradiados en un 30 %
de etanol, las muestras se analizaron mediante el monitoreo de multiples reacciones
(MRM) en modo positivo usando un HPLC-ESI-MS/MS. Mediante esta técnica es posible
cuantificar un aminodacido especifico (no modificado) después de la deteccién de dos
iones consecutivos con m/z especificos, sin la necesidad de una exahutiva separacion
cromatogréfica previa. El resultado de este analisis nos permite obtener datos
cuantitativos sobre la presencia de un aminoécido determinado en la muestra anterior y
posterior a la irradiacién (utilizando un estandar interno). Por lo tanto, se puede calcular
el porcentaje de modificacion de cada aminoacido por el efecto de los radicales
generados en el solvente (radidlisis del solvente). Desafortunadamente, mediante el uso
de este procedimiento no se recupera informacion sobre el tipo de modificacién quimica
gue ocurre en los aminoacidos.

En la Tabla 3.2, se enumeran los resultados obtenidos para los aminoacidos

irradiados y sin irradiar.
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Dosis de Area Desviacién

Solucion de

aminoacido irradiacion aa'/Area estandar Modificacion (%)
(kGy) Std? (-) (%)
Tyr - 0,89 0,2
Tyr 10 0,68 1,9 23
Phe - 4,61 6,1
Phe 10 4,71 2,3 -2
Trp - 1,64 0,4
Trp 10 0 0 100
Ala - 0,26 7,6
Ala 10 0,25 71 6
His - 0,95 0,01
His 10 0 0 100
Cys-sCy - 0,4 1,6
Cys-sCy 10 0,14 3,9 64

Tabla 3.2 — Cuantificacién de la degradacion de aminoéacidos irradiados en solucién etandlica al 30 %v/v
en ausencia de oxigeno, determinada por MRM. *Area del pico cromatografico detectado de acuerdo a
cada aminoécido epecifico a un fragmento particular [M+H]* m/z — [M+H] * m/z. 2Area del pico
cromatografico de la Pro usada como estandar interno (Std), detectado a un fragmento particular [M+H]*
m/z — [M+H] * m/z de acuerdo a la Tabla 3.1.

El analisis de HPLC-ESI-MS/MS mostré una disminucion del 23 % en el contenido
de Tyr (Tabla 3.2) en la muestra irradiada en la solucion etanélica. Ademas, se buscaron
especificamente los iones m/z — m/z 361 — 315 correspondientes a 0-0' del enlace
biTyr [Orhan, et al., 2004]. Estos iones no fueron detectados, con lo cual se puede
deducir que no hay presencia de este compuesto en la muestra.

Estos resultados experimentales, ademas de las evidencias reportadas
previamente por otros autores, apoyan la hipétesis de que no se generan enlaces biTyr

en muestras irradiadas en solucion etandlica al 30 % en ausencia de oxigeno.

Buscando evidencias del entrecruzamiento inducido por radiacién

La concentracion de BSA utilizada en la preparacion de las NPs se encuentra en el
rango del mg/ml (10* M). Adicionalmente, como el efecto de agregaciéon reduce la
superficie expuesta de la proteina en aproximadamente un orden de magnitud, se
espera que la concentracion efectiva expuesta a la radidlisis del solvente sea del orden
de 10° M. Por lo tanto, los efectos directos de la radiacién ionizante sobre las proteinas
en estado liquido son despreciables. En consecuencia, el proceso predominante esta
dado por los efectos indirectos de la radiacion ionizante. En este proceso, los radicales

generados a partir de la radidlisis del solvente son la fuente de especies quimicas



primarias reactivas que inducirdn modificaciones de proteinas. Ademas, ha sido
reportado que otros agentes precipitantes, como el sulfato de amonio que induce la
agregacion de proteinas, no pueden generar Alb-NPs por entrecruzamiento inducido por
radiacion [Soto Espinoza, et al., 2012]. Por lo tanto, es de esperar que la alta
concentracion de etanol en la muestra tenga un efecto adicional de agregacion, como el
descripto en el Capitulo I, para obtener NPs.

Como vimos, las mejores condiciones experimentales para preparar Alb-NPs
corresponden al agregado de etanol (30 a 50 %v/v) a una solucion de BSA (Capitulo II).
De manera similar, la concentracion Optima de etanol para preparar NPs hibridas
oro/proteina es 30 %v/v, como se determinara en el Capitulo IV [Flores, et al., 2018].
Estas mezclas corresponden a concentraciones molares de etanol en el rango de 6 a
10 M; por lo que la presencia del mismo en la muestra de irradiacién no puede ser
despreciada a la hora de discutir los tipos de radicales que se forman y sus posibles

efectos en el proceso de entrecruzamiento.

Andlisis de radicales a partir de la radidlisis del solvente

En las NPs preparadas en este trabajo de investigacion, el principal componente de
las muestras es el agua, con una concentracion molar en el rango de 25 a 40 M. Como
analisis preliminar, se considera que el agua y el etanol tienen una eficiencia similar de
absorcion de energia; por lo tanto, el agua sera el principal blanco de la radiacion
ionizante.

Los productos de la radidlisis del agua, tales como los radicales hidroxilo (*OH), los
electrones hidratados (eaq) y los radicales de hidrogeno (¢H), son las principales
especies reactivas generadas durante el proceso de irradiacion, ademas del hidrégeno
molecular (H2) y el peréxido de hidrégeno (H202) [Buxton, et al., 1988; Ferradini and Jay-
Gerin, 2000]. El radical *OH es la principal especie oxidante, mientras que 10s eaq son
la principal especie reductora. La generacion esperada de radicales *OH, considerando
una dosis de irradiacion de 10 kGy, esta en el rango de 1 a 3 mM, considerando un
rendimiento de la reaccion de 0,27 umol.J™* [LaVerne and Pimblott, 1991]. Sin embargo,
la alta concentracion molar de etanol (6 a 10 M) eliminard las especies radicalarias
primarias para producir radicales o-hidroxietilo (HER) de acuerdo con las siguientes

reacciones [Dorfman and Taub, 1963; Baquey, 1970; LaVerne and Pimblott, 1991]:

*OH + C;HsOH — CH3C<HOH + H,0 k =1,9x10° M1s?
*H + C;HsOH — CH3C+HOH + H: k= 1,6X107 M1s1
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La dltima reaccion es menos eficiente, pero la alta proporcion de etanol en la
muestra permite el secuestro de radicales muy reactivos, llegando a la obtencion de
hidrégeno molecular como molécula neutra [Taub and Dorfman, 1962; Simic, et al.,
1969; Baquey, 1970]. Ademas, la radidlisis del etanol genera principalmente HER e
hidrogeno molecular [Taub and Dorfman, 1962; Akhtar and Freeman, 1971]. Se espera
que por la alta proporcién de estos HER, se recombinen entre si, dada que tienen una
alta reactividad (2k = 2,3x10° M-1s') [Simic, et al., 1969] bajo dicha condicion.

Mientras tanto, los eaq” puede reaccionar con el agua y el etanol produciendo el
radical *H con una velocidad de reaccion muy baja [Dorfan and Taub, 1963; Buxton,
1988; Baquey, 1970]:

€ag + HO — *H + OH- k =1,9x10! M1s?
€aq + CoHsOH — CH3CH,O + <H k = 3,05x10% M1s?

Por lo tanto, es de esperar que los eaq” queden disponibles para reaccionar con las
proteinas en solucién.

La irradiacion ionizante (0,5 a 5 kGy, rayos gamma) de mezclas binarias de etanol
acuoso conduce a tres productos finales principales: hidrégeno molecular, 2,3-butandiol
y acetaldehido, como consecuencia de reacciones de dimerizacion o dismutacion [Taub
and Dorfman, 1962; Baquey, et al., 1970; Freeman, 1974]. En una solucion de etanol 5
M, estos productos tienen un rendimiento de 0,23, 0,22 y 0,07 pmol.J™,
respectivamente. Sin embargo, en una solucion de etanol 10 M, estos productos se
obtienen con un rendimiento final de 0,33, 0,21 y 0,16 pmol.J™!, respectivamente. Los
rendimientos de otros hidrocarburos, como el metano y el etano, son insignificantes.
Ademas, las propiedades de secuestrador de radicales del etanol consumen todo el
*OH, al suprimir su autorecombinacién para generar H.O, en soluciones de etanol
superiores a 5 M [Roux, et al., 1973].

En un trabajo mas reciente, LaVerne estudié la radidlisis del agua utilizando el
formalismo de Laplace, que permite reconstruir la dependencia temporal de los radicales
y los productos moleculares de la radidlisis del agua [LaVerne and Pimblott, 1991]. Este
método permite interconvertir la dependencia de la concentracion del secuestrador en
la dependencia temporal. En este estudio se obtuvieron datos experimentales del efecto
de diferentes secuestradores de radicales (etanol, acido férmico, nitrato, etc.) a muy
altas concentraciones. [LaVerne and Pimblott, 1991; LaVerne, 2000; Hiroki, et al., 2002].
De esta manera, estos informes proporcionaron datos experimentales cuantitativos,

valiosos para nuestras necesidades, sobre el rendimiento de los productos de la



radidlisis del agua a altas concentraciones de etanol. Estos datos permitieron a los
autores determinar los rendimientos quimicos de H,O,, que se acercan a cero con el
aumento de la concentracion de los secuestradores de radicales en todas las
soluciones, como se observa en la Fig. 3.4. Estos resultados sugieren que el *OH es el
anico precursor de la formacién de H.O, [Hiroki, et al., 2002]. Por lo tanto, la eliminacion
de los radicales *OH evita la formacion de H,O, como producto final de la irradiacion.
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Fig. 3.4 — Rendimiento de H20:2 en y-radidlisis (eje y) en funcién de la capacidad de secuestro de los
radicales *OH por metanol y etanol. Grafico adaptado de referencia Stefanié, I. and LaVerne, J.A., (2002).

LaVerne et al. define la capacidad de secuestrar radicales (“Scavenging capacity”)
de un sistema como el producto de la concentracion del secuestrador de radicales
(“scavenger”) y la constante de velocidad de la reaccién involucrada. La capacidad de
eliminacion es formalmente equivalente a la constante de velocidad de una reaccion de
pseudo-primer orden. Su inversa, es la vida util de la formacion de H.O- en agua pura,
dado que el radical *OH es el Unico precursor del H,O,. Teniendo en cuenta las
concentraciones molares de etanol utilizadas en la preparacién de NPs, la capacidad de
secuestrar *OH esta en el rango de 1 a 2x10%° s. Por lo tanto, la formacién de H.O, es
solo 0,07 moléculas/100 eV a esta capacidad de secuestro, a una tasa de dosis de 0,64
kGy/h, temperatura ambiente y una dosis total inferior a 1 kGy [Stefani¢ and LaVerne,
2002]. Teniendo en cuenta que el valor de rendimiento es valido para una dosis de 10
kGy y una tasa de dosis de 1 kGy/h, la concentracion final de H.O, en las muestras

irradiadas deberia ser inferior a 80 puM.
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Es importante resaltar que otra fuente de radicales *OH, en tiempos prolongados
(horas a dias), proviene de la descomposicion térmica del H.O, de acuerdo a la

ecuacion:

H,O, — *«OH + «OH

Esta reaccion es importante a temperaturas superiores a 10 °C. El uso de la energia
de activacion de 71 kJ.mol?! y el coeficiente de velocidad de esta reaccion Kguzo2 =
6,4x10° exp(-71 kJ*mol’Y/RT)s [Takagi and Ishigure, 1985; Stefanié¢ and LaVerne, 2002]
permite calcular la vida media de descomposicién térmica, tiz = IN(2)/KKgnzo2. La
estimacioén del ty; para temperaturas inferiores a 10 °C (temperatura de irradiacion) da
mayor a 160 dias.

La radidlisis del agua y las mezclas etandlicas también pueden afectar el equilibrio
acido/base del agua. Es conocido que una de las principales reacciones de los eaq €S
con el radical «OH [Hiroki, et al., 2002] generando OH-, con una constante de velocidad

muy alta:

*OH + €3 — OH" k = 3,02x10%° M1s?

Conociendo este efecto se analizé el cambio en la concentracion de protones en
muestras irradiadas de agua y agual/etanol (30, 40 y 50 %v/v), a través de la
determinacion del pH. Se esperaba obtener una reduccion de la concentracién de
protones en las soluciones acuosas irradiadas, pero no en las soluciones de etanol. Los
resultados se observan en la Tabla 3.3, y son producto de la medicién independiente de
tres muestras para cada condicion, medidas a su vez por triplicado. La muestra que no
contiene etanol presentd una muy leve reduccion (no estadisticamente significativa).
Mientras tanto, las muestras que contienen etanol irradiado con 10 kGy, mostraron un
aumento en la concentracion de protones (disminucion del pH), que fue proporcional a
la concentracion de etanol en la mezcla. Este comportamiento fue propuesto como

consecuencia de la radidlisis directa del etanol [Jha and Freeman, 1972].



Dosis de Concentrac Desviacion Incremento en

Muestra irradiacion ion de H* estandar  concentracion de
(kGy) (M) (M) H* (M)

Agua - 2,20E-006 1,46E-006

Agua 10 2,09E-006  9,50E-007 9,55E-007
Etanol 30 %v/v - 5,05E-006  2,49E-006
Etanol 30 %v/v 10 1,09E-005  8,36E-006 4,70E-006
Etanol 40 %v/v - 4,17E-007  4,47E-007
Etanol 40 %v/v 10 1,31E-007 7,42E-006 1,37E-005
Etanol 50 %v/v - 1,92E-007  2,40E-007
Etanol 50 %v/v 10 2,26E-005 1,10E-005 3,62E-005

Tabla 3.3 — Cuantificacion de la cantidad de protones en agua y en mezclas acuosas de etanol, antes y
después de la irradiacion.

Ademas, se determiné el peroxido de hidrégeno en las mezclas de agua/etanol para
confirmar la ausencia de los radicales *OH en estas condiciones de irradiacion. La
deteccion de H;O. utilizando un método de fluorescencia muy sensible dio valores
inferiores a una concentracién de 1 uM, confirmando reportes anteriores. Las muestras
se irradiaron y se mantuvieron a temperaturas inferiores a 10 °C para evitar la
degradacién térmica del H.O, antes mencionada.

Por lo tanto, se puede afirmar que durante el proceso de irradiacion, las moléculas
de proteinas y los agregados de proteinas encontrados en la mezcla agua/etanol se
exponen principalmente a los radicales HER y, en menor medida, a €aq.

Es importante sefialar que bajo esta condicion experimental, el etanol no es solo un
secuestrador de *OH, sino también, es la principal fuente de generacién de los HER. En
base a todo lo descrito, en la Fig. 3.5 se propone un proceso de generacion de NPs de

proteina por la radidlisis del solvente.
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Fig. 3.5 - Esquema de la radidlisis del solvente (izquierda) en condiciones experimentales (etanol 30
%v/v) y, sintesis de BSA-NPs (derecha) como consecuencia de la reaccion de entrecruzamiento inducido
por radicales. Ambos procesos ocurren en paralelo. En la parte inferior se muestran los productos finales

del proceso. El asterisco se refiere a una reaccion de secuestro de *OH y H202 por el etanol.

Ademas, las proteinas y los agregados de proteinas podrian reaccionar con
moléculas neutras pero reactivas, como el acetaldehido, provenientes de los productos
de la radidlisis del solvente. Sin embargo, las reacciones con lisinas, presentes en la
estructura de Alb, pueden minimizarse manteniendo la temperatura por debajo de 10
°C. Se ha descrito que estas reacciones ocurren a 37 °C y en largos tiempos de reaccion
[Tuma, et al., 1987].

Radicales implicados en el entrecruzamiento de proteinas

La quimica de la radiacion ionizante de aminoacidos, péptidos y proteinas se ha
estudiado durante muchos afios. Houée-Levin, Sicard-Roselli y Davies publicaron las
ultimas revisiones en este campo [Houée-Levin and Sicard-Roselli, 2001; Davies, 2012].
Como se discutié anteriormente, las soluciones de proteinas en estado liquido se ven
afectadas principalmente por los efectos indirectos de la radiacion ionizante. La radidlisis
del solvente evoluciona en otras reacciones quimicas sobre las proteinas (como
mondémeros o agregados), que se encuentran en la solucién irradiada. Como ya fue
mencionado, las modificaciones por entrecruzamiento y/o hidrdlisis son los principales
procesos descritos. El entrecruzamiento de proteinas implica la formacion de enlaces

covalentes dentro de la misma molécula u otras cadenas polipeptidicas



(entrecruzamiento intra o intermolecular), mientras que la hidrélisis puede derivar en la
ruptura o degradacioén de las cadenas de aminoacidos. En el caso del entrecruzamiento,
los enlaces biTyr se han identificado como uno de los enlaces entrecruzantes mas
importantes generados por la activacion de las Tyr de proteinas a través de los radicales
de la radidlisis de agua [Ressouany, et al., 1998; Kuan, et al., 2013]. Sin embargo, como
se demostro en este trabajo, en las NPs preparadas en una alta concentracion de etanol,
estos enlaces no estan implicados en el entrecruzamiento de las proteinas.

Es esperable que se generen una amplia variedad de radicales sobre las proteinas
por la reaccion con los radicales del solvente. La selectividad del ataque en las cadenas
laterales se ve notablemente afectada por las especies radicalarias y la presencia de
grupos funcionales que pueden estabilizar los radicales resultantes. En general, los
radicales electrofilos, como los radicales *OH y alcoxilo, oxidan preferentemente los
sitios ricos en electrones; mientras que las especies nucledfilas como los eaq, *H, fenilo
y muchos otros radicales centrados en el carbono, como los HER, atacan los sitios con
deficiencia de electrones [Hawkins and Davies, 2001]. En nuestra condicién particular
de solvente, la alta proporcion de etanol consume los *OH y *H de la solucion,
manteniendo las especies reactivas nucleofilicas como los HER y los eaq, como los
principales radicales disponibles para atacar los agregados de Alb.

Entender los cambios que ocurren en los aminoacidos y péptidos por la radiolisis
del solvente es crucial para estudiar los efectos de la irradiacion en las proteinas. En
este sentido, varios investigadores han estudiado los efectos de las radiaciones
ionizantes sobre soluciones de aminoéacidos aislados, algunos dipéptidos, tripéptidos y
algunas proteinas [Garrison, 1987; Shadyro, et al., 2000; Nauser, et al., 2008]. Mas
recientemente, se ha abordado el efecto de los radicales reductores sobre péptidos y
proteinas mediante la eliminacién de los radicales *OH del medio [Salzano, et al., 2011,
Chatgilialoglu, et al., 2011; Konarska, et al., 2018]. También es sabido que la quimica
generada por la radiacién ionizante de los aminoacidos no se puede extrapolar
directamente a péptidos o proteinas, por el efecto del grupo amida. Sin embargo, los
estudios sobre modelos de aminoacidos y péptidos proporcionan informacién valiosa.
En este caso, es particularmente relevante para la reactividad de los HER. Hasta 1996
no se habian informado interacciones con los aminoécidos [Neta, et al., 1996]. Solo
recientemente se reporté la reaccion con el Trp [Sverdlov, et al., 2014].

Es por ello que, ademas de la Tyr irradiada, se realizaron experimentos de
irradiacion de algunos aminoacidos seleccionados. Los aminoacidos aromaticos Phe y
Trp, sumado a la His, Ala y cistina (Cys-sCy) fueron irradiados con 10 kGy en solucion
acuosa de etanol al 30 %v/v (a pH neutro) en muestras degaseadas con N (libres de
02).

63



64

Uno de los procesos tipicos de degradacion de aminoacidos libres en agua por la
radiacion ionizante es la liberacion de amoniaco. La cuantificacion de amoniaco de las
soluciones de Ala, Phe y Tyr (1 mM) irradiadas en una mezcla agua/etanol mostré
valores del mismo por debajo del limite de deteccion (10 uM). Ademas, no se detectaron
aumentos de pH (como consecuencia de la liberacion de NHs). Por lo tanto, el proceso
de desaminacion puede ser considerado minoritario en estas condiciones
experimentales.

Las cantidades finales de aminoacidos después de la irradiacién se cuantificaron
mediante MRM utilizando espectrometria HLC-ESI-MS/MS. Como vimos anteriormente
(Tabla 3.2) se determinaron las cantidades de aminoacidos no modificados antes y
después de la irradiacién. La irradiacion de soluciones de aminoacidos individuales di6
resultados bastante diferentes. Las soluciones de Ala y Phe exhibieron un proceso de
degradacion insignificante. Mientras tanto, Tyr y Cys-sCy mostraron una degradacién

del23% vy 64 %y, el Trpy la His se degradaron completamente.

La espectroscopia UV-visible es una técnica particularmente Util para el andlisis de
aminoacidos aromaticos a traves del analisis de la adsorcion de luz de los enlaces
quimicos conjugados. En la Fig. 3.6, se representan los espectros de las muestras de
amino&cidos preparados en una solucion etandlica 30 %vl/v, irradiadas y sin irradiar.

Los espectros de Trp, Tyr y Phe mostraron pequefios cambios en rangos de 260 a
300 nm; mientras tanto, el espectro de absorbancia de la His mostré un nuevo pico de
absorbancia en esta region después de la irradiacion.

El caso particular del Trp se ha investigado previamente con mucho detalle
[Wickern, et al., 1997a; Wickern, et al., 1997b; Domingues, et al., 2003]. Se han
identificado varios productos de degradacion, como la N-formilquinurenina (NFK), la
B—oxiindolilalanina (OIA) y los isomeros de hidroxitriptofano (OH-Trp) como
consecuencia de la radidlisis del agua. Sélo los isbmeros de OH-Trp mantienen las
propiedades de fluorescencia del Trp [Wickern, et al., 1997a]. Wickern et al., describio
que el 85 % de la Trp inicial se degrada después de la irradiacion con 10 kGy a una
solucion de Trp 1 mM. En comparacion, ante la presencia de la mezcla agua/etanol en
la muetras de Trp, se encontrd que el aminoacido presenta una degradacién completa
luego de la irradiacion (porcentaje de degradacion calculado en la Tabla 3.2). Los
espectros UV-visibles mostraron diferencias menores entre las muestras de Trp
irradiadas y no irradiadas (Fig. 3.6); por lo tanto, el grupo indol debe conservarse en los
productos de degradacion. Mientras tanto, los espectros de fluorescencia (Fig. 3.7)
muestran un cambio de pico maximo (de 347 a 355 nm), manteniendo un espectro de

emision similar ante la excitacién a 280 nm. Todos estos datos experimentales son



compatibles con la presencia de compuestos de Trp con adicion de HER y/o biTrp

[Domingues, et al., 2003] como los principales productos de degradacion. Ademas, se

encontraron nuevos picos fluorescentes después de la excitacion a 325 nm (Fig. 3.7).
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Davies et al., reporté que la fluorescencia del Trp en la estructura de BSA se pierde
rapidamente en presencia de radicales *OH después de la irradiacion en solucion
acuosa, con una dosis <1 kGy. Mientras que, la adicion de alcohol t-butilico 1 M a la
muestra inhibe la desaparicion de la fluorescencia del Trp [Davies, et al., 1987].

Todos los datos experimentales encontrados y reportados relacionados con el Trp
concuerdan con lo informado por Sverdlov, et al. Este autor describio la generacion de
los aductos del Trp, contiendo uno o dos restos hidroxietilo por la irradiacion del
aminoacido en una solucion de etanol 1 M (en ausencia de oxigeno) [Sverdlov, et al.,
2014].

El estudio de la solucion de Tyr irradiada mostr6 cambios menores en los espectros
UV-visible; por lo tanto, no es esperable que se produzcan reacciones de apertura de
anillo en este aminoacido ni que se forme algun enlace biTyr, como fue antes descripto.
Sin embargo, el anadlisis de espectrometria de masas mostré6 un grado parcial de
modificacion. Este fendmeno podria explicarse por la recombinacién de Tyr y HER para
generar aductos como los descriptos para el Trp. De manera similar, se demostro la
adicion de t-butanol al residuo de Tyr en la estructura de la RNAsa A, irradiada en
presencia de 0,2 M de este alcohol [Chatgilialoglu, et al., 2011].

La solucion de Phe irradiada mostré un proceso de degradacion insignificante
(descripto en Tabla 3.2) mientras que los espectros UV-visible evidenciaron un pequefio
aumento en la sefal en el rango de 240 a 270 nm, manteniendo el mismo maximo (Fig.
3.6). No es esperable un ataque directo de los radicales HER a Phe. Sin embargo, se
ha informado que la interaccion de los eaq” con la Phe contenida en péptidos en solucion
acuosa (en presencia de t-butanol 1,5 M), muestran las siguientes reacciones
principales: (i) desaminacién y, (i) adicion de electrones al anillo aromatico. Sin
embargo, la Ultima reaccién es preponderante en péptidos, generando un radical-anion
transitorio, que rapidamente es protonado para dar un radical ciclohexadienilo [Mittal
and Hayon, 1974; Getoff, 1992; Davies, 2012]. En la soluciéon de Phe libre irradiada,
estos radicales podrian evolucionar en una recombinacion entre si para alcanzar
dimeros de Phe-Phe (biPhe). Estos dimeros poseen coeficientes de extincion en la
region UV aproximadamente cuatro veces mas altos que la Phe libre [Kim, et al., 1984]
y, una ruta de fragmentacion bastante similar por analisis MS/MS. Este incremento de

absorbancia podria asignarse a la formacion de una baja cantidad de biPhe.

En el caso de la His, la irradiacién de este aminoacido en una mezcla acuosa de
etanol conduce a la aparicion de un importante pico de absorcion (260-360 nm) en el

espectro UV-visible (Fig. 3.6). Este dato coincide con los datos reportados por Garrison



en 1987. Esto demuestra la presencia de estructuras conjugadas de carbono [Garrison,
1987]. Adicionalmente, se determiné una modificacién completa de la estructura quimica
de este aminoacido, de acuerdo con el analisis de espectrometria de masas (Tabla 3.2).
La quimica de las reacciones de radicales provenientes de la radidlisis con His es
complejay aun no estéd completamente resuelta [Davies, 2012]. Sin embargo, se espera
la presencia de aductos por reacciones de adicion de radicales basados en carbono a
la cadena lateral de este aminoacido. Esta suposicion se basa en las reacciones de
adicion descriptas de los HER con los heterociclicos, como las bases purina y pirimidina
[Neta, et al., 1996] y; también, en las similitudes quimicas entre el imidazol de la His y
el indol del Trp.

La solucién de Ala irradiada no mostr6 modificaciones por andlisis de MS/MS,
mientras que la solucién de Cys-sCy se modifico en mas del 50 % luego de la irradiacion.
Sin embargo, en ambos casos no se pudo obtener informacién adicional mediante las

técnicas de espectroscopia de fluorescencia y UV-visible.

En resumen, los radicales HER generan aductos del Trp y posiblemente de His,
dada la similitud quimica/estructural (ambos contienen heterociclos), y en menor
extension de Tyr. No se han reportado pruebas experimentales de adiciones radicalarias

o0 abstraccion de H a la cadena polipeptidica de la proteina.

Por otro lado estan los eaq. Ha sido reportado, hace varias décadas, que estos no
son reactivos frente a cadenas hidrocarbonadas, hidroxilos y grupos carboxilo [Anbar,
et al., 1973]. Sin embargo, por su alto potencial de reduccién, es capaz de reaccionar
con varios aminoacidos como His, Cys y Cys-sCy con constantes de velocidad del orden
de 10°-10° Mls?! [Konarska, et al., 2018], seguido por la arginina (Arg) y los
aminoacidos aromaticos, con constantes de velocidad de 108-10° Ms? [Konarska, et
al., 2018]. También, se puede producir desaminacion sobre aminoacidos simples, como

la glicina o Ala, con constantes de velocidad bajas (orden de 105-107 Ms%).

Radicales en el medio proteico

La adicion de etanol a la estructura de Alb por la irradiacion en presencia de este
solvente se describié hace méas de 35 afios utilizando etanol marcado con Carbono-14
[Schuessler, 1981]. Por lo tanto, la adicion de los HER es un proceso demostrado.
Teniendo en cuenta que la BSA tiene 2 Trp, 28 Phe, 20 Tyr y 17 His formando parte de
sus 583 aminoacidos, no es esperable que los aductos de Trp desempefien un papel
predominante en el entrecruzamiento que estabiliza las NPs. Ademas, segun los datos

experimentales mostrados anteriormente, los aminoacidos Tyr y Phe tienen una baja
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reactividad en estas condiciones de irradiacion. En cambio, si es mas probable que la
His tenga un rol predominante en el proceso de entrecruzamiento, debido a su
capacidad de formacién de aductos y su mayor proporcion en la estructura de la Alb.

Teniendo en cuenta las posibles modificaciones de la cadena polipeptidica de la
BSA como consecuencia de las reacciones de los radicales eaq, se ha descrito que el
amoniaco es uno de los principales productos de la descomposicion de la radidlisis de
aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos formados por aminodcidos no aromaticos
[Garrison, 1987; Shadyro, et al., 2000]. La reaccion de desaminacién reductora ocurre
a través de una etapa de adicidn del eaq al carbonilo del enlace peptidico, seguido de la
eliminacion de una molécula de amoniaco del N-terminal [Shadyro, et al., 2000]. Por
estarazon, se determino la concentracién de amoniaco en las muestras de aminoacidos
individuales y BSA-NPs irradiadas en solucién etandlica 30 %v/v. Como resultado, la
cuantificacibn de amoniaco de las soluciones de Ala, Phe y Tyr irradiadas, mostré
valores de amoniaco por debajo de 10 uM. Adicionalmente, no se observé un aumento
del pH en las muestras después de irradiar de Alb-NPs y aminoacidos. Por lo tanto, el
proceso de desaminacion, bajo estas condiciones experimentales, puede considerarse
insignificante. Adicionalmente, en las estructuras peptidicas, con el incremento del
namero de aminoacidos no aromaticos, el rendimiento de amoniaco libre disminuye
como consecuencia de la adicion de eaq a los enlaces peptidicos “internos” [Garrison,
1987]. Se ha reportado que la constante de velocidad de esta ultima reaccion es del
orden de 10° Ms? [Garrison, 1987], donde el enlace amida, -CONH-, es la diferencia
mas relevante con los aminoacidos. Se ha descrito, ademas, que el enlace -CONH-
muestra una afinidad hacia eaq” que resulta en la formacién de macroradicales donde los
e reciden mas probablemente en el carbono-a de los enlaces peptidicos. En ausencia
de O,, estas especies formadas en el medio de la cadena peptidica, evolucionan a
recombinarse con otros radicales [Davies, 2012].

Los radicales carbono-a tienen una estabilidad diferente segun las estructuras
secundarias y terciarias de la proteina, como resultado de las restricciones que dicha
estructura juega en las geometrias radicales [Davies, 2012]. Estos radicales
evolucionaran hacia otras entidades quimicas mediante: (i) reacciones de transferencia
de electrones que pueden ocurrir con aceptadores de electrones, como los residuos de
Cys-sCy o His vy, (ii) la escisi6n de la cadena polipeptidica, que se cree que es un
proceso de menor probabilidad [Davies, 2012].

No obstante, la Alb tiene 35 Cys en su secuencia primaria, 34 de las cuales estan
involucradas en la formacion de puentes disulfuro. Los 17 puentes disulfuro (Cys-sCy)
se convierten en el sumidero principal de electrones y equivalentes reductores. Por lo

tanto, Cys-sCy (y no Cys libre) juega un papel relevante en el proceso de
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entrecruzamiento en las condiciones experimentales de irradiacion estudiadas (mezcla
agua/etanol y dosis de 10 kGy). Este hecho se ha demostrado recientemente mediante
experimentos de radiolisis por pulsos de HSA en soluciéon acuosa [Konarska, et al.,
2018]. Para obtener eaq, los autores agregan t-butanol 0,1 M en la solucién y degasean
con N2 para eliminar el oxigeno. Bajo estas condiciones de irradiacion, se encontraron
gue las Cys-sCy son los sitios de mayor reactividad hacia los ea- generando los
radicales *Cys-sCy . Estos radicales tienen un proceso de decaimiento muy lento (escala
de tiempo de segundos), especialmente a temperaturas por debajo de 20 °C [Konarska,
et al., 2018]. La evolucion de la adicién de estos radicales no fue encontrada, en la
escala de microsegundos, mediante experimentos de radidlisis por pulsos. El radical
anion disulfuro o pertil (RSSR) formado como resultado de la transferencia de
electrones, puede disociarse de manera reversible, para dar el anion (-SR") y un radical
tiil (-RSe) en ausencia de oxigeno [Konarska, et al., 2018].

Segun trabajos recientes, las modificaciones quimicas finales de la Albumina libre
sometida a eaq (radiacion ionizante sobre una solucién conteniendo una baja
concentracion de alcohol) generan principalmente productos de desulfuracion de
aminoacidos. Los residuos Met y Cys se convierten en acido a-aminobutirico y Ala,
respectivamente [Salzano, et al., 2011; Chatgilialoglu, et al., 2011]. La irradiacion de
HSA, en estas condiciones de generacion de eaq, mostro la escision de los disulfuros
correspondiente a Cys?%0-sCy?%¢, Cys392-sCy*38 y Cys®4-sCy®° [Chatgilialoglu, et al.,
2011], proteina que tiene puentes disulfuro equivalentes a la BSA.

Sin embargo, para las condiciones experimentales descriptas en este trabajo (alta
proporcion de etanol, presencia de agregados de Alb en el medio y dosis de irradiacion
> 5 kGy) se espera una evolucion diferente de los radicales *Cys-sCy generados.
Considerando la alta probabilidad de que las 17 Cys-sCy esten involucradas en el
proceso de entrecruzamiento, se decidid estudiar el sistema por electroforesis en

condiciones reductoras y no reductoras.

Andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE

Como se observa en la Fig. 3.8, la muestra irradiada de Alb en solucion etandlica
presenta proteinas libres en la suspension. Ademas, las Alb-NPs pueden tener un
namero desconocido de moléculas de proteinas adsorbidas fisicamente a la
nanoestructura. Por lo tanto, el andlisis por SDS-PAGE se realiz6 sobre la muestra

purificada de NPs.
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Fig. 3.8 — Gel SDS-PAGE 8 % de BSA-NPs en condiciones estandar (NP) y reductivas (NPr). BSA'y BSA
tratados con B-mercaptoetanol (BSAr) se agregaron para la comparacion.

El gel SDS-PAGE mostré que la mayoria de las proteinas de las BSA-NPs
purificadas quedaron retenidas en el gel concentrador (“stacking gel”’) debido al muy alto
PM de las mismas. Solo se pudo encontrar una baja cantidad de BSA, que posiblemente
estaba fisicamente adsorbida a la superficie de las NPs. Esta misma muestra tratada
con B-mercaptoetanol fue sembrada en el gel (condicién reductora). En este caso, la
nanoconstruccion se dividié en fragmentos (Fig. 3.8, calle correspondiente a NPr),
principalmente en dos fracciones, BSA y agregados de PM mayores a 180 kDa. En este
caso, no se encontrd ninguna otra banda de proteina preponderante.

A partir de estos resultados, se puede concluir que uno de los enlaces relevantes
de entrecruzamiento que tiene lugar en las NPs puede reducirse con reactivos
reductores de disulfuros. Dado la gran cantidad de Alb liberada de las NPs se puede
decir que el proceso de entrecruzamiento a través de puentes disulfuro tiene una gran
relevancia en la formacion Alb-NPs.

Propuesta de un modelo de entrecruzamiento inducido por la radiacién ionizante

En base a los resultados experimentales obtenidos y el estudio de sistemas
similares descriptos en bibliografia, se propone el siguiente esquema (Fig. 3.9) para
explicar la formacion de los enlaces intermoleculares inducidos por la radiacion

ionizante.



Resumiendo, los radicales HER atacan la proteina para generar aductos,
especialmente sobre los aminoacidos His, Tyr y Phe, donde el primero surge como el
mas importante. Estos aductos son radicales generados sobre la estructura proteica.
Los eaq, a su vez generaran principalmente *Cys-sCy’, y en menor medida, radicales
basados en el carbono-a de la cadena polipeptidica de la proteina. Los radicales *Cys-
sCy puede clivarse para generar -Cyse.

Los radicales pertiil y tiil son los de mayor vida media, con la consecuente mayor
probabilidad de recombinarse con otros radicales. Estos radicales, en ausencia de
oxigeno, se desintegraran principalmente a través de reacciones de recombinacion,
creando diferentes especies de entrecruzamiento intramolecular, favorecidas por las
restricciones impuestas por la estructura proteica secundaria y terciaria, o por la
proximidad de otras proteinas, generando en este caso un entrecruzamiento
intermolecular.

La recombinacion de los radicales pertiil con un radical de carbono generara un
nuevo puente disulfuro, como se esquematiza en la Fig. 3.9. Sin embargo, la estructura
de este puente disulfuro no seré el clasico Cys-sCy, sino que tendra la forma de Cys-s-
R, donde R correspondera a un aducto de otro aminoacido, muy probablemente His.
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Fig. 3.9 — Esquema propuesto de la via de entrecruzamiento generada a partir del radical disulfuro
proveniente de los eaq” secuestrados por la Albumina (segun Chatgilialoglu, et al., 2011 y Konarska, et al.,
2018) y de los aductos de aminoacidos generados por los ataques de los radicales HER. La linea
continua refiere a un puente disulfuro recién formado (A), demostrado por la SDS-PAGE (Fig. 3.8); las
lineas punteadas muestran los puentes propuestos para el enlace tioéter (B) y, la formacion del enlace
C-C (C) que se mantienen como hipotesis.

La recombinacién de los radicales tiil con un radical de carbono generara un nuevo

puente tioéter; mientras que la recombinacion de dos radicales carbono-a y/o aductos
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de radicales, generan una union C-C, en ausencia de O,, como se esquematiza en la
Fig. 3.9.

La presencia del puente disulfuro fue claramente demostrada por la electroforesis y
tiene una gran preponderancia. No se cuentan con datos experimentales que avalen los
otros dos tipos de entrecruzamiento. La unién tioéter y C-C son mucho més estables y
no son posibles de clivarlas en condiciones suaves. Sin embargo, existen ejemplos de
uniones C-C previamente descriptas en la dimerizacion de di- y tetra-péptidos mediante
radiaciones ionizantes [Dizdaroglu and Simic, 1983].

CONCLUSIONES PARCIALES

La preparacion de NPs de proteina por entrecruzamiento inducido por radiacién es
un proceso complejo de reacciones radicalarias. La presencia de concentraciones
similares de etanol y agua en el disolvente, sin la adicion de otro agente quimico y en
ausencia de oxigeno, genera principalmente radicales HER. Sin embargo, en la mezcla
de reaccién debe esperarse la presencia de eaq, como consecuencia de que el etanol
no es un buen secuestrador de estas especies.

Los radicales HER tienen una reactividad baja y selectiva. Se ha demostrado que
los amino&cidos tales como Phe, Tyr y Ala muestran una reactividad muy baja; mientras
gue los aminoacidos que contienen heterociclos como Trp e His estdn completamente
modificados por las reacciones de adicion de estos radicales. Por lo tanto, como
consecuencia de la mayor abundancia de His que Trp en la estructura de BSA, la His
tendra un papel preponderante en el proceso de entrecruzamiento.

Las reacciones de los eas con aminoédcidos, péptidos y proteinas han sido
descriptas por otros autores. El eaq tiene un alto potencial de reduccion que genera
diferentes radicales a partir de las cadenas laterales de los aminoacidos, especialmente
los aminoacidos His, Cys, Cys-sCy, Arg y aromaticos, y los radicales centrados en el
carbono en el esqueleto de la proteina. Sin embargo, los experimentos recientes de
radidlisis por pulsos sobre Alb en condiciones reductoras, mostraron que los restos de
Cys-sCy son los sitios mas reactivos para generar *Cys-sCy-; y que pueden evolucionar
a los radicales tiil y pertiil.

El entrecruzamiento que estabiliza la estructura de las Alb-NPs se puede explicar
mayormente por la presencia de nuevos puentes disulfuro. Sin embargo no pueden
descartarse la formacion de nuevas uniones tioéter y C-C en el entrecruzamiento

intermolecular.
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CAPITULO IV. PREPARACION DE NPs HIBRIDAS ORO/PROTEINA

Con el objetivo de darle mayor funcionalidad a las NPs de proteina, en este
Capitulo se describe la introduccion de un core de oro a las mismas. Como se
describe en la Introduccion, las Au-NPs estan siendo intensamente estudiadas por sus
propiedades plasmonicas. Sin embargo, estas NPs tiene varios problemas de
biocompatibilidad y estabilidad.

La funcionalizacion de la superficie de las Au-NPs les proporciona solubilidad,
estabilidad y capacidad de interaccion con células y/u otras biomoléculas. Ademas de
mejorar sus propiedades fisicoquimicas, la modificacién de la superficie con proteinas
aumenta la biocompatibilidad en comparacion con las Au-NPs estabilizadas por citrato
de sodio. Sin embargo, la mayoria de las proteinas pierden parcialmente su
conformacion nativa cuando interactian con la superficie altamente estructurada de
las NPs [Tsai, et al.,, 2011]. Por lo tanto, los sitios de reconocimiento de proteinas
disponibles en su superficie son parcialmente perdidos por esta interaccion, ya que
existe un grado de desnaturalizacion.

A partir del método descripto en el Capitulo Il se estudiara la preparacion de NPs
hibridas de oro y Albumina (HNPS). Se caracterizaran las nanoestructuras obtenidas, y

se pondran a punto las condiciones Optimas de preparacion.

MATERIALES Y METODOS

Para la preparacion de las NPs, se utilizo cloruro aurico (Ill) hidratado (HAUCls. X
H20) y BSA Fraccion V, ambos provenientes de Sigma Aldrich. La Alb sérica humana
(HSA) fue donada por el Laboratorio de Hemoterapia de la Universidad Nacional de
Cérdoba. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

Preparacion de nanoparticulas de oro/Albumina

Esta preparacion se llevo a cabo en un protocolo de tres pasos. Primero, se
realizo la sintesis de las Au-NPs segun el método descripto por Frens que implica la
reduccion del oro mediante citrato de sodio [Frens, 1973]. Para ello, se prepararon las
soluciones de cloruro aurico 1 mM y citrato de sodio 39 mM (Merck), ambas en agua
bidestilada.

El cloruro &urico se calentdé en una plancha calefactora con agitacion constante.

Una vez en ebullicion, se le agreg6 el citrato de sodio de manera rapida continuando
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con la agitacion en caliente por 15 min. Luego se apag0 la plancha calefactora,
dejando la dispersion por 15 min mas en agitacion. Posteriormente, se guardaron las
Au-NPs a 5 °C (heladera) y oscuridad. Esta sintesis se llevd a cabo en un medio
acuoso para obtener un sistema nanoestructurado compatible con medios bioldgicos.

En un segundo paso, las Au-NPs (9,81x10'* NPs/mL) se dispersaron en diferentes
soluciones de Albuminas. Se prepararon Au-NPs recubiertas con HSA, BSA y una
mezcla de HSA/BSA con una concentracion maxima de proteina ensayada de 30
mg/ml.

Luego del agregado de la Alb a las Au-NPs, se procedi6 a afiadir, gota a gota,
etanol absoluto frio hasta una concentracion final de 30 %v/v, en agitacion constante.
Finalmente, se procedi6 a la irradiacibn de las muestras con rayos gamma
provenientes de una fuente de Cobalto-60 (PISI CNEA-Ezeiza). La tasa de dosis
utilizada fue 1 kGy/h y la dosis total fue 10 kGy. Durante la irradiacién, se mantuvo la
temperatura de la muestra en el rango de 5-10 °C.

Las Au-NPs recubiertas con una monocapa de Albumina (Albm/Au-NPs), utilizadas
como control de los ensayos de funcionalidad, se prepararon a partir de una solucion

de proteina a una concentracion de 1 mg/ml. Estas NPs no son irradiadas.

Determinacién de condiciones 6ptimas para la preparacion de HNPs

Se determinaron las mejores condiciones de concentracion de proteina y etanol
para la obtencién de HNPs. Para ello, se dispersaron 500 ul de Au-NPs en diferentes
soluciones de HSA. Las concentraciones ensayadas de proteina fueron 0, 2,5, 5, 10 y
15 mg/ml, todas preparadas en agua bidestilada. Luego, se afadieron diferentes
cantidades de etanol absoluto (30, 40 y 50 %v/v), gota a gota, a la solucién de oro y
Alb, manteniendo la temperatura a 0 °C y la agitacion constante.

La suspension etandlica final se irradié con una dosis de 10 kGy a una tasa de
dosis de 1 kGy/h. La temperatura de las muestras se mantuvo entre 5-10 °C durante el
proceso de irradiacion. Cabe destacar, que las muestras fueron burbujeadas con N;
con el fin de desplazar el oxigeno, antes de irradiar. Los resultados fueron analizados
por espectroscopia UV-visible y DLS.

Posteriormente, se procedié al estudio de la dosis de irradiacibn minima requerida
para la obtencion de dichas NPs. Para ello, se irradiaron muestras a las dosis
comprendidas entre 0-10 kGy, con una tasa de dosis fija de 1 KGy/h. Los resultados

fueron analizados por espectroscopia UV-visible.



Espectroscopia UV-visible

Se le midi6 el espectro de absorbancia en el rango de 220 a 800 nm, con un
espectrofotobmetro Shimadzu UV160U, siguiendo el mismo protocolo descipto en el
Capitulo 1.

Ademas, se realizé una curva de calibracién para poder determinar la cantidad de
NPs por litro de suspension. Para ello, se realizaron diluciones seriadas en agua
bidestilada a partir de la suspension madre de Au-NPs 0,91 mM. Esta concentracion
se dividi6 por la masa del Au (196,96 g) y se multiplicé por 1000, para obtener los kg/l
de Au.

A partir del didmetro hidrodindmico promedio obtenido por DLS para las Au-NPs
(26,25 nm), se calcul6 el radio y el volumen de una NP (aplicando la férmula: volumen
= ¥*1*r3). Este Ultimo por la densidad del oro (19.300 kg/m?) da finalmente la masa de
una Au-NP.

Los kg/l de Au se dividieron por la masa de una NP. Este calculo teérico se hizo
con cada dilucion seriada y, se relacion6 con la absorbancia a 520 nm medida para
cada una. De esta manera se construy6 un grafico de NPs/| frente a la absorbancia a
520 nm y se obtuvo la curva de regresion correspondiente.

Todo este célculo se realizé también para las HNPs y Albn/Au-NPs, considerando

el pico de absorbancia maxima a 534 nm.

Acondicionamiento/Purificacion

Una vez irradiadas, las muestras fueron purificadas mediante CEM. Para ello, se
preparé una columna de cromatografia G-200 (Pharmacia Fine Chemicals) con un
volumen de matriz de 19 ml. Se utiliz6 agua bidestilada como fase moévil y se
purificaron 0,5 ml de muestra. Se recolectaron fracciones de elucion de 0,5 ml, a las
cuales se les midi6 la absorbancia en 280 nm y 534 nm.

Previo a la cromatografia, las NPs fueron acondicionadas por CEM con G-25
como matriz (columnas comerciales PD10, GE Healthcare). Para ello, 2,5 ml de
muestra fueron pasadas por la PD10 y eluidas en un volumen final de 3,5 ml (el buffer

de elucién puede ser agua bidestilada o PBS, dependiendo del caso).

Como método alternativo de purificacién por CEM se utilizé la centrifugacion. En
este caso, las muestras fueron centrifugadas en dos ciclos de 20 min cada uno a
14.000 rpm, manteniendo la temperatura a 4 °C. La centrifuga utilizada fue marca
Eppendorf, modelo 5804R, con control de temperatura. El pellet de NPs, se redisperso

en agua bidestilada en todos los casos, a menos que se indique lo contrario.
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Determinacion de tamaio y morfologia de las NPs

El tamafio de particula se determin6 mediante dos técnicas: dispersion dinamica
de la luz (DLS) y microscopia de transmision electrénica (TEM).

En el DLS, las muestras se midieron a 25 °C usando el analizador de tamafo de
particula 90Plus/Bi-MAS (Brookhaven Instruments Corporation), descripto en el
Capitulo 1.

Previo a la determinacién del tamafo hidrodindmico, las NPs fueron
acondicionadas por CEM, con una columna PD10. Se parti6 de 1 ml de muestra, y se
eluyeron 1,5 ml en agua bidestilada.

Las imagenes de TEM fueron capturadas en el Centro de Microscopias
Avanzadas (CMA) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA), mediante el
equipo Philips EM 301. Mediante esta técnica, se determiné tamafio y morfologia de
las NPs. Para ello, las muestras se purificaron por centrifugacion en un ciclo a 14.000
rom durante 20 min y, se redispersaron en agua bidestilada antes de la medicién.
Ademas, las HNPs fueron tefiidas con acetato de uranilo por 2 min previo a la
observacion. Todas las mediciones se llevaron a cabo dentro de los 30 dias

posteriores a la preparacion de la muestra.

Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Se utilizé esta técnica para caracterizar las HHSA)-NPs irradiadas. Para ello, las
nanoestructuras fueron purificadas mediante centrifugacion (3 ciclos de 20 min cada
uno a 14.000 rpm y 4 °C). Las iméagenes fueron tomadas en modo Peak Force,
mediante el equipo Dimension Icon in Peak Force QNM (PFQNM) (Bruker). Durante la
medicion, se utilizaron puntas de nitruro de silicio rectangulares con una constante
nominal de resorte 0,8 N/m y un radio de punta de 5 nm.

Este estudio se realizé en colaboracién con los investigadores Constanza Flores
del LaMaBio y, Beatriz F. de Carvalho Patricio y Gilberto Weismililler, del Institute of
Biophysics de la Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brasil).

Determinacion de Potencial Z (ZP)
El ZP de las H(HSA)-NPs y HSAn/Au-NPs purificadas fue determinado mediante

el equipo Zeta Potential Malvern. La mediacién se realiz6 en BP y los resultados

fueron comparados con los datos de ZP para la HSA y Au-NPs reportados en

bibliografia.



Caracterizacion mediante FT-IR

La espectroscopia FT-IR se realiz6 con el equipo Shimadzu FT-IR Affinity
equipado con un modulo de reflectancia total atenuada GladiATR (PIKE
Technologies). Los espectros se registraron colectando 64 barridos de la muestra, con
una resoluciéon de 1 cm™. Los datos fueron analizados con el software IR Solution,

comparandos los espectros obtenidos para las Au-NPs, Alb y HNPs.

Electroforesis SDS-PAGE
Las NPs se analizaron utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para ello, siguiendo el protocolo descripto por
Laemmli, se prepar6 un gel 8 % [Laemmli, 1976]. El gel se corrié con una corriente de
12 mA, en un sistema de electroforesis Mini-Protean (BioRad), y se tifidé con Amido
Black. Las muestras, previamente estandarizadas de acuerdo a la cantidad de Au-

NPs, se prepararon en buffer de siembra (sample buffer) con B-mercaptoetanol.

Estabilidad del recubrimiento proteico

Se determind mediante la disolucion de las Au-NPs en presencia de una solucién
de cianuro. Para ello, se incubaron 670 yL de HNPs con 330 puL de KCN 0,2 mM a 40
°C. En varias ocasiones, se determind el espectro de absorbancia para corroborar la
pérdida del pico de resonancia de plasmon caracteristico de las NPs.

Andlisis mediante dicroismo circular

Una vez disuelto el oro de las HNPs con KCN, se procedio a realizar el andlisis de
la estructura de las proteinas mediante CD a 20 °C. Se estudiaron las H(BSA)-NPs
irradiadas a distintas dosis (1, 5y 10 KGy). Para ello, se estandarizaron las muestras
por absorbancia en buffer fosfato 50 mM, pH 7 y se compararon con el andlisis

mediante esta técnica de una solucién de Albamina sin irradiar, en igual concentracion.

Reconocimiento Albumina/Anticuerpo o-BSA

Se estudio el reconocimiento entre las proteinas que forman las NPs con el
anticuerpo a-BSA inmovilizado.

Las NPs ensayadas fueron las H(BSA)-NPs irradiadas y las BSAmw/Au-NPs
(preparadas por adsorcion fisica de la BSA sobre la superficie del oro). Ambas
nanoestructuras fueron purificadas antes de realizar el experimento.

Se inmoviliz6 el anticuerpo policlonal en una membrana Unique membrane
(Oxyphen AG), diametro de poros 320 nm vy fluencia de 10° poros/cm? La

concentracion de anticuerpo fue 0,1 mg/ml en PBS. La incubacion de las membranas
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con el anticuerpo se realizé por 2 h a temperatura ambiente y agitacion suave.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas con caseina 3 % por 2 h y lavadas
con PBS-T (PBS con el agregado de 0,5 % de Tween 20). El tratamiento con las NPs
se realizé durante ON con 200 pl de NPs en buffer Na,COs 0,1 M, pH 9. Finalmente,
las membranas fueron lavadas con PBS y comparadas entre si. Como control negativo
se utiliz6 una membrana incubada con caseina 3 % en lugar de anticuerpos, por 2 h.

Este control sigui6 los mismos pasos de incubacion con las NPs.

RESULTADOS

Preparacion de NPs

Las nanoparticulas plasmoénicas estan constituidas principalmente por nicleos de
Au o Ag, caracterizados por la presencia de bandas de resonancia de plasmoén de
superficie localizadas (LSPR), en el rango espectral UV-visible e IR cercano.

La frecuencia de la LSPR es caracteristica del tamafio y la forma de la
nanoestructura y, también es extremadamente sensible a pequefios cambios en el
entorno fisicoquimico que rodea a las NPs. A menudo, se suele utilizar esta LSPR
para caracterizar nanoestrusturas y monitorear sus modificaciones [Giner-Casares, et
al., 2016].

La modificacion superficial de las Au-NPs con diferentes biomoléculas se ha
utilizado durante varias décadas en pruebas de diagnéstico rapido. Estas constituyen
uno de los nanomateriales mas estudiados para la deteccidbn y diagndstico
bioquimicos. En los dltimos afios, las Au-NPs han demostrado ser Utiles en
aplicaciones de terapia, imagenes y administracion [Boisselier and Astruc, 2009;
Ghosh and Pal, 2007; Janib, et al., 2010]. Adicionalmente, es conocido que el cuerpo
humano es capaz de tolerar una cantidad del orden de gramos de este material sin
efectos secundarios [Nie and Chen, 2012], lo que ha llevado a un creciente interés en
el desarrollo de nuevos avances en nanotecnologia “terandstica” a partir de estos
nanomateriales [Janib, et al., 2010] .

Aprovechando estas caracteristicas de las NPs plasmonicas, y con el fin de
mejorar la estabilidad de los materiales nanoestructurados basados en Au-NPs, se
propuso la preparacién de NPs hibridas (HNPs). Se buscd, mediante el recubrimiento
de las Au-NPs con una multicapa de Alb (estabilizada por radiacion ionizante), obtener
una nanoestructura hibrida (oro/proteina) con la potencialidad de ser aplicada en

Nanomedicina.



Como se discutio en el Capitulo Il, es posible preparar Alb-NPs mediante un
proceso en etapas, donde primero tiene lugar la agregacion de las proteinas por la
adicion de etanol frio, seguido de la estabilizacion de las nanoestructuras inducida por
la irradiacion de las muetras con rayos gamma o pulsos de electrones. Aprovechando
este conocimiento, se procedié a preparar Au-NPs recubiertas por Alb.

El esquema de preparacion de estas NPs hibridas (Fig. 4.1) involucré los
siguientes pasos: i) sintesis de Au-NPs mediante la utilizacion de citrato de sodio como
agente estabilizante, ii) recubrimiento de las Au-NPs con Alb en presencia de etanol
absoluto, iii) irradiacion de las muestras con rayos gamma. La imagen que se observa
en la Fig. 4.1, corresponde a un vial de HNPs post-irradiacion, donde la muestra fue
iluminada con un laser rojo. Puede observarse el efecto Tyndall producto de la

dispersién de la luz por la presencia de NPs en el medio.

Entrecruzamiento
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Fig. 4.1 — Esquema de preparacion de NPs hibridas.

Con este método, se prepararon HNPs que pueden estar recubiertas con HSA,
BSA y una mezcla de HSA/BSA. Para nombrar las distintas preparaciones de HNPs se
utilizaran las siguientes abreviaturas: i) HHSA)-NPs, para las recubiertas con HSA; ii)
H(BSA)-NPs, en el caso de un recubrimiento de BSA; vy, iii) HHHSA/BSA)-NPs para las
NPs preparadas a partir de la mezcla de proteinas. La abreviacion HNPs, que
corresponde a las NPs hibridas oro/Alb, se utilizar4 para referirse a éstas cuando no
sea necesaria la descripcion del tipo de proteina que la compone. Cabe destacar que
estas NPs son el producto final del proceso de preparacion, por lo que si 0 si pasaron

por la etapa de irradiacion.

Las nanoestructuras preparadas a partir de la adsorcion fisica de una monocapa

de Alb sobre la superficie de las Au-NPs, se denominaran Alb./Au-NPs, donde Alb

85



86

podra ser reemplazado por HSA, BSA o HSA/BSA segun corresponda. Estas NPs, se

preparan en ausencia de etanol y no son irradiadas.

Caracterizacion de Au-NPs

La sintesis de las Au-NPs se realiz6 segun el método de Frens, para obtener NPs
en el rango de 20 a 30 nm [Frens, 1973]. Esta sintesis se lleva a cabo en un medio
acuoso para evitar la presencia de solventes organicos u otros ligandos hidréfobos que
pueden contaminar la superficie de la NPs.

Las Au-NPs son muy sensibles al medio ambiente y se agregan facilmente por la
presencia de diferentes solutos [Chegel, et al., 2012]. Estos cambios pueden ser
estudiados, como ya se menciond, por el monitoreo de la sefial de LSPR, midiendo la
absorbancia de las muestras en la region visible del espetro electromagnético. Por lo
tanto, esto puede ser usado como una técnica muy sensible para seguir los cambios
en la superficie de las NPs.

La caracterizacion de las Au-NPs se realiz6 por las técnicas de espectroscopia
UV-visible (sefial LSPR), DLS y TEM. La Fig. 4.2 resume los resultados obtenidos.

El espectro de absorbancia caracteristico de las Au-NPs se observa en la Fig.
4.2(A). El pico maximo en 520 nm corresponde a las bandas de LSPR. La dispersién
de las Au-NPs obtenidas tiene una coloracién rojiza, tipica de este tipo de NPs. El
color de la dispersion permite tener una aproximacion rapida del estado de la muestra.
En el caso de que las Au-NPs se agreguen, el color de la dispersion se volvera de

color violeta.

En la Fig. 4.2(B), se observa el histograma de tamafio obtenido mediante DLS. Se
comprob6é un didmetro hidrodinamico promedio de 33 nm y la presencia de un
agregado de NPs en menor proporcion.

Para estudiar la forma de las NPs, se tomaron imagenes TEM (Fig. 4.2(C)). Se
observé una preparacion de NPs monodispersa, de forma esféricas. Adicionalmente,
esta técnica permitié calcular el tamafio de las nanoestructuras. A partir del analisis de
las imagenes, se construyo un histograma de tamafio que se muestra en la Fig. 4.2(D).
Por esta técnica se confirmé un diametro promedio para las nanoestructuras de 23 nm.

Es notable que la determinacion de tamafio por las técnicas DLS y TEM dan
distintos valores. La diferencia se encuentra bajo el error de dispersion de la muestra 'y
en que ambas técnicas son distintas entre si (por DLS se determina el radio

hidrodinamico de las NPs).
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Fig. 4.2 — Caracterizacion de Au-NPs. Espectro UV-visible (A). Histograma de tamafio hidrodinamico por
DLS (B). Imagen TEM (C). Histograma de tamafio a partir de imagenes TEM (D).

Para calcular la cantidad de NPs/l, se partié del diametro hidrodinAmico promedio
obtenido por DLS para las Au-NPs (26,25 nm). Se calcul6 el volumen y la masa de una
NP (segun lo descripto en “Materiales y métodos”) y estos valores se relacionaron con
la concentracion de oro en las NPs. De esta manera, se obtuvo la cantidad de NPs/l en
diluciones seriadas preparadas a partir de una suspensiéon madre de Au-NPs. A dichas
diluciones se les midié la absorbancia a 520 nm (sefial LSPR) y con estos datos se
construy6 el grafico de la Fig. 4.3. La ecuacién de la recta obtenida es la que permitié
realizar el calculo de NPs/l, donde la variable y representa la absorbancia a 520 nm de
la dispersién de NPs vy, la pendiende es la concentracion. El R? de esta recta fue
0,99957.
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Equation y=a+hb*x
Adj. R-Squar 0,99957
3,0 4 Value Standard Err

Absorbancia Intercept 0 -
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Fig. 4.3 — Curva de cantidad de NPs/l para las Au-NPs. La ecuacién de regresion (ver gréafico) tiene un R?
de 0,99957.

Determinacion de condiciones éptimas para la preparacion de HNPs

Con el objetivo de determinar la concentracion de etanol necesaria para obtener
NPs de un diametro adecuado para su uso en Nanomedicina, se irradiaron muestras
de oro/Alb, especificamente H(HSA)-NPs, en presencia de distintas concentraciones
de etanol.

Actualmente se estima que el didmetro adecuado de NPs para aplicaciones in vivo
en terapias para cancer debe estar en el rango de 10 a 100 nm [Davis, et al., 2009]. El
limite inferior se basa en la medicién de los coeficientes de filtracién de los capilares
glomerulares, ya que se estima que el umbral para la eliminacién en un primer paso
por los rifiones es de 10 nm (diametro) [Venturoli and Rippe, 2005]. El limite superior
es motivo de mayor debate y dependera de la estrategia de ingreso a las células. En el
caso de desear una internalizacion especifica, a través de la endocitosis mediada por
caveolina o clatrina, las NPs no deben tener diametros superiores a 100 nm aunque

dicho valor depende del tipo de células blanco [Behzadi, et al., 2017].

Se prepararon muestras con el agregado de 30, 40 y 50 %v/v de etanol, en las
cuales la concentracion de la proteina de recubrimiento se mantuvo constante (15
mg/ml). En la Fig. 4.4, se observan los espectros UV-visible de las distintas

preparaciones antes y después de irradiar con una dosis de 10 kGy, en ausencia de



oxigeno y manteniendo la temperatura por debajo de los 10 °C durante todo el

proceso.
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Fig. 4.4 — Espectro UV-visible de NPs preparadas con distinto porcentaje de etanol, antes de irradiar (A),
y post-irradiacion (B). Las Au-NPs se incorporan al grafico para estudios basados en las bandas de LSPR.
Concentracion de NPs: 2,6x10% NPs/I (Au-NPs) y 2,2x10%* NPs/l (demas muestras).

Como puede observarse, el espectro correspondiente a la preparacion de las NPs
con 30 %v/v de etanol mostr6 un desplazamiento de las sefial de LSPR a longitudes
de onda mayores que las Au-NPs estabilizadas con citrato de sodio. El pico de
resonancia de plasmén de las H(HSA)-NPs tiene un maximo entre 532-534 nm. Se
obser6 un aumento entre 12 a 14 nm en esta sefial con respecto a las Au-NPs. Este
comportamiento se atribuye a cambios en el entorno de las Au-NPs asociados al
recubrimiento con Albumina.

Cuando se utiliz6 una concentracion de etanol 40 %v/v en la preparacion de las
NPs, también se observé un corrimiento de la sefial de LSPR pero el espectro mostro
algunas distorsiones posteriores a la irradiacién. Sin embargo, con el agregado de 50
%v/v de etanol a las muestras, la forma caracteristica de las bandas de LSPR se

pierde y, consecuentemente, se produce la agregacién de las NPs.

En la Tabla 4.1, se detallan los valores de didmetro hidrodindmico promedio
obtenidos mediante DLS para dichas muestras. Como se puede observar, con el
agregado de 30 %v/v de etanol se obtienen HNPs con un diametro menor a 100 nm.
De acuerdo con estos resultados, el agregado de esta concentracion de etanol es la
gue permiti6 obtener NPs dispersas de tamafio nanométrico, manteniendo las

caracteristicas tipicas de la sefial de LSPR de las Au-NPs.
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MUESTRA DIAMETRO (nm)

Au-NPs 3310
H(HSA)-NPs en 30 % etanol 785
H(HSA)-NPs en 40 % etanol 5650 * 4000
H(HSA)-NPs en 50 % etanol 6400 = 5000

Tabla 4.1 — Diametro y desviacién estandar de las muestras irradiadas en 30, 40 y 50 %v/v de
etanol, determinados por DLS.

Una vez fijada esta concentracion de etanol para la preparacion de las HNPs, se
procedi6 a estudiar la cantidad de proteina necesaria para el recubrimiento de las NPs
y las diferencias, en caso de que existan, en utilizar Albumina de distinta fuente
(humanay bovina).

En la Fig. 4.5(A), se pueden observar los espectros de absorbancia de las Au-NPs
recubiertas con distintas concentraciones de Alb. En estas muestras, la cantidad de
Au-NPs se mantuvo constante mientras que lo Unico que se varié fue la cantidad de

proteina desde 2,5, 5, 10 a 15 mg/ml.
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Fig. 4.5 — Espectros UV-visible de HNPs recubiertas con 2,5, 5, 10 y 15 mg/ml de HSA (A); y preparadas
a partir de diferentes Albdminas (HSA, BSA y HSA/BSA) (B).

No se observo corrimiento del pico de plasmon para las distintas concentraciones
de Alb; sin embargo, si se registr6 una disminucion en la intensidad del mismo a
mayores concentraciones de proteina. Este comportamiento también se ha informado
para otras moléculas [Ghosh and Pal, 2007; Link and El-Sayed, 1999]. Se eligio la
concentracion de HSA 15 mg/ml para la preparacion de las HHSA)-NPs. Para el caso

de las H(BSA)-NPs se encontré que 30 mg/ml es la cantidad de proteina 6ptima para



el recubrimiento. Las H(HSA/BSA)-NPs se prepararon a partir de una mezcla de 30
mg/ml de BSA y 15 mg/ml de HSA. Con el fin de determinar la presencia de cambios
en las nanoestructuras por el recubrimiento de Alb de diferentes fuentes, es que se
irradiaron preparaciones con Albamina bovina, humana y una mezcla 2:1 (BSA/HSA).
En la Fig. 4.5(B), se observa el espectro de absorbancia UV-visible de estas NPs. No
se hallaron diferencias en la seflal de LSPR para las NPs con los distintos
recubrimientos. De acd en adelante, las muestras fueron preparadas en las
condiciones descriptas como gptimas.

A las muestras irradiadas con distinta concentracién de proteina se les determiné
el tamafo hidrodinamico por DLS. Los resultados obtenidos se observan en la Fig. 4.6.
En todos los casos, se obtuvieron histogramas que presentan tres poblaciones de
tamafio. La de menor diametro (de hasta 10 nm), puede adjudicarse a la presencia de
proteina libre. La siguiente poblacion en tamafio corresponde a las HNPs, mientras
gue ademas se observan la presencia de agregados (poblacion con un diametro
mayor a 100 nm). Estos resultados confirmaron la necesidad de la purificacion de las
muestras post-irradiacion.
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Fig. 4.6 — Histogramas de tamafio de Au-NPs recubiertas con 2,5, 5, 10 y 15 mg/ml de HSA.
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Esta reportado que la Alb y las Au-NPs interactlan espontdneamente con una
constante del orden uM [Brewer, et al., 2005]. Sin embargo, la Alb, como la mayoria de
las proteinas, pierde parcialmente su conformacion nativa cuando interactda con la
superficie altamente estructurada de las Au-NPs [Tsai, et al., 2011]. Por lo tanto, los
sitios de reconocimiento de proteinas, disponibles en la superficie, se pierden
parcialmente como consecuencia de esta interaccion, lo que afecta la bioreactividad
general de las NPs [Saptarshi, et al., 2013]. Ademas, los principales inconvenientes se
encuentran cuando las Au-NPs se utilizan en mezclas complejas o en aplicaciones in
vivo. En estos casos, hay numerosas adsorciones de diferentes proteinas séricas
donde las méas abundantes inicialmente pueden ocupar la superficie y posteriormente,
ser reemplazadas por otras proteinas con mayor capacidad de unién a las mismas.
Durante estos procesos de intercambio de proteinas de la superficie de las NPs, es
muy posible adquirir un plegamiento anormal inducido por la interaccion con la
nanoestructura. Dichos cambios conformacionales pueden alterar la funciéon de la
proteina nativa e incluso conducir a la exposicion de epitopes no nativos que pueden
resultar en el reconocimiento de las NPs por el sistema inmunolégico [Saptarshi, et al.,
2013].

La modificacion superficial de las Au-NPs, con una estructura estable, es hoy en
dia foco de estudio. Es conocido que al estar en contacto con el suero humano, las
NPs son recubiertas con proteinas plasméticas, que pueden intercambiarse con los
ligandos superficiales de las NPs. El sistema inmune y el efecto corona, son las
barreras mas importantes que deberan sortear las NPs in vivo, para poder ser usadas

en aplicaciones terandsticas.

Como se menciond, el estudio de las condiciones 6ptimas para la preparacion de
HNPs, se realizé irradiando las muestras con rayos gamma, a una dosis de 10 kGy y
una tasa de dosis de 1 kGy/h. En base a estos pardmetros de irradiaciéon, se
determinaron la concentracién de Alb de recubrimiento y la concentracién de etanol
necesario para la obtencién de NPs con un tamafio menor a 100 nm.

En un siguiente experimento, se buscé la determinacién de la dosis minima de
irradiacion requerida para la preparacion de las HNPs. Para ello, muestras
conteniendo 30 mg/ml de BSA y 30 %v/v de etanol fueron irradiadas en el intervalo de
0-10 kGy, con una tasa de dosis fija de 1 kGy/h. En la Fig. 4.7, se representan
graficamente los cambios en el pico de absorbancia de la resonancia de plasmén en
funcion de la dosis de irradiacion.

Se analizaron dos parametros de absorbancia de plasmén, el maximo de la

longitud de onda del pico de resonancia de plasmoén y la intensidad maxima relativa
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(respecto a la misma muestra no irradiada). La longitud de onda maxima del pico
mostré un corrimiento de 528 + 2 nm a 534 + 2 nm. Se produjo un cambio brusco de
este pardmetro en el rango de 0,5-1 kGy. El otro pardmetro estudiado, la absorbancia
relativa del pico maximo, disminuy6 de 0,97 a 0,83 + 0,07 cuando la dosis de
irradiacion total aumentd. Tal como se representa en la Fig. 4.6, el cambio en la
absorbancia tuvo lugar en la misma dosis que la otra variable. Este valor de dosis
minima fue menor que la dosis de irradiacion requerida para preparar NPs de
Albumina por irradiacién con haz de electrones (descripto en el Capitulo II). Por lo
tanto, se podria especular que el nicleo de Au-NPs capturd parte de la energia y la
liberd, aportandola al proceso de entrecruzamiento de proteinas, y por lo tanto, a la

estabilizacion del recubrimiento.
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Fig. 4.7 — Caracteristicas de la sefial LSPR a distintas dosis de irradiacién. El eje y izquierdo representa la

longitud onda maxima del pico de plasmén, mientras que el eje y derecho representa la absorbancia del
pico de plasmén.

Caracterizacion de HNPs

La caracterizacion de las HNPs se realiz6 por varias técnicas. Muestras de
H(HSA)-NPs preparadas con 15 mg/ml de HSA y 30 %v/v de etanol, fueron irradiadas
con rayos gamma (dosis: 10 kGy). El tamafio de las mismas fue determinado por DLS
y TEM. El andlisis de DLS, se observa en la Fig. 4.8(A). Esta muestra fue
acondicionada previamente mediante el pasaje por una columna PD10. Este paso se
realizd con el objetivo de cambiar el medio etandlico en el que se irradiaron las

muestras a medio acuoso.
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En el histograma de tamafio obtenido por DLS, se pudo observar la presencia de
Alb libre como contaminante (particulas de aproximadamente 3-5 nm de didmetro) en
las muetras de H(HSA)-NPs. Como se mencioné anteriormente, este resultado
confirma la necesidad de la purificacion de las muestras post-irradiacion. Mas alla de
esta observacion, en dicho histograma se registraron una familia, con un diametro
hidrodinamico promedio de 60 nm que se atribuyé a las HNPs vy, la presencia de
agregados.

La Fig. 4.8(B), corresponde a la imagen de TEM de las H(HSA)-NPs. Para este
ensayo, las muestras fueron purificadas por un ciclo de centrifugacion a 14.000 rpm, 4
°C por 20 min. Para poder observar las proteinas, se procedio a realizarles una tincion
negativa con acetato de uranilo por 2 min.

Al observar las muestras al microscopio, se comprobd una estructura tipo
nucleo/coraza (core/shell), con el centro metalico de oro y un “halo” de proteinas
recubriéndolo. Las imagenes obtenidas fueron usadas para construir el histograma de
tamafio de las nanoestructuras (Fig. 4.8(C)). Por esta técnica, se determind un

didmetro promedio de 52 nm para las HNPs.
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Fig. 4.8 — Caracterizacion de H(HSA)-NPs: histogramas de tamafio obtenidos por DLS (A), por TEM (C), e
imagen de TEM (B).



A patrtir del diametro hidrodinamico promedio obtenido por DLS para las HNPs, se
calcul6 la cantidad de NPs por litro (basado en el contenido de oro de las mismas).
Esto se relacion6 con la absorbancia a 534 nm a partir de la medicién de dilusiones
seriadas con una concentracion de oro conocida, y con estos datos se construyeron
curvas de calibracion. En la Fig. 4.9, se observa el gréfico correspondiente a las
H(HSA)-NPs.

Este procedimiento (descripto anteriormente para las Au-NPs), se realizd para
todas las HNPs (recubiertas de HSA, BSA y HSA/BSA) y para las NPs monocapa
preparadas a partir de BSA. Los resultados se resumen en la Tabla 4.2.

Equation ¥ =a+ b
Adj. R-Square 0,99257

Value Standard Error
Absorbancia 5 Intercept 0 -
Absorbancia 5 Slope 3,6156E-15  9,42843E-17 ™1

o
[
[l

o
o
i

Absorbancia 534 nm (u.a.)
° o
v T

y(Abs 534 nm) = 3,6156E-15 * x(NPs/lt)

o
o

8,00E+013  1,60E+014  2,40E+014
Cantidad de NPs (NPs/l)

0,00E+000

Fig. 4.9 — Curvas de cantidad de NPs/l para las H(HSA)-NPs.

MUESTRA ECUACION DE LA RECTA R2
Au-NPs Y (Abssz) = 2,6337x10-'5 * X (NPs/l) 0,99957
H(HSA)-NPs Y (Absg;,) = 3,6156x10-15 * X (NPs/l) 0,99257
H(BSA)-NPs Y (Absssy) = 3,5607x1015 * X (NPs/l) 0,99843
H(HSA/BSA)-NPs Y (Abssss) = 3,4177x10-15 * X (NPs/l) 0,99534
BSA,,/Au-NPs Y (Absgs,) = 2,7787x10-15 * X (NPs/l) 0,95749

Tabla 4.2 — Resumen de las ecuaciones de la recta halladas para las distintas NPs y sus errores
asociados.
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La ecuacioén de la recta hallada en cada caso nos permitio calcular la cantidad de
NPs/l partiendo de la sefial LSPR. Es importante destacar que estos calculos estan
basados en la cantidad de oro presente en las muestras.

Purificacién de las HNPs

Como se comprobd, la purificacion de las NPs es un paso crucial para el posterior
estudio de las muestras. En la Fig. 4.10, se observan imagenes de las HNPs tomadas
por TEM. Las primeras dos imagenes (Fig. 4.10(A) y (B)) corresponden a muestras sin
purificar donde se observa la presencia de Alb como contaminante de las NPs. Sin
embargo, las otras dos (Fig. 4.10(C) y (D)), fueron tomadas de una muestra purificada
por centrifugacion. En este caso, se puede distinguir bien la morfologia de las HNPs.
Por esta razon, se estudiaron dos técnicas de purificacién, centrifugacién y CEM con la
matriz G-200 (CEM G-200). Ademas de un previo acondicionamiento de las muestras

por CEM, con la columna comercial PD10.

Fig. 4.10 — Imagenes TEM de las HNPs sin purificar (A y B), y purificadas por centrifugacion (C y D). Las
proteinas son tefiidas con acetato de uranilo para poder ser observadas por esta técnica.

Las columnas PD10 (Sephadex G-25), se utilizan para la desalinizacion e
intercambio de buffer, asi como para la eliminacibn de compuestos de bajo peso



molecular. ElI acondicionamiento de las HNPs permite la eliminacién de la solucién
etandlica después de la irradiacion. Como resultado indeseado, la muestra es diluida
pero es un paso necesario antes de poder realizar a purificacién por CEM con G-200
como matriz, para evitar la compactacion de la columna y la consecuente perdida de
resolucion de la misma.

En la Fig. 4.11(A), se observa la imagen correspondiente al pasaje de Au-NPs;
mientras que las HNPs se corresponden con las Fig. 4.11(B) y (C). Las Au-NPs se
precipitan y por ello se ven de color violaceo oscuro, demostrando asi la inestabilidad
de las mismas. Esto demuestra que mediante esta técnica no es posible el cambio de
solvente de las Au-NPs.

En cambio, las HNPs no precipitan durante el paso de acondicionamiento por
PD10. En la imagen puede verse que mantienen su coloracién caracteristica tanto
durante el pasaje por la columna (Fig. 4.11(B)) como al salir de ella (Fig. 4.11(C)).

Es importante resaltar que mediante esta columna no se prifican las NPs. Estas
solo eliminan los solutos de bajo peso molecular (por eso es una una técnica de
desalado de muestras). Las proteinas que no estén formando parte de la multicapa de

las NPs no podran ser eliminadas mediante esta técnica.
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Fig. 4.11 — Acondicionamiento mediante CEM G-25, de las Au-NPs (A), y HNPs (B y C).

Como se menciond, se estudié la purificacion de las muestras por las técnicas de
centrifigacion y CEM para eliminar el exceso de proteinas libres. Al someter las NPs a
centrifugacion, las mismas forman un pellet que puede ser redispersado en buffer o
agua. Para eliminar los restos de Albumina, que no forman parte de la multicapa de

proteina de recubrimiento, son necesarios tres pasos de centrifugacion consecutivos,
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con recambio de solvente entre dichos paso. Esta técnica se llevd a cabo en tubos de
1,5 ml, diluyendo las muestras de NPs tres veces. Cada ciclo se realiz6 a 14.000 rpm
por 20 min y a 4 °C. La Fig. 4.12, corresponde al DLS de una muestra de HNPs,
purificada por centrifugacion, donde se observa que se genera el agregado de NPs.

La purificacion de las NPs mediante CEM se realizé en una columna de Sephadex
G-200 (volumen de lecho: 19 mL). Esta matriz de gel-dextrano, permite el
fraccionamiento de proteinas con pesos moleculares entre 1.000 y 200.000.

Previo al pasaje de las muestras, se equilibr6 con agua bidestilada y se realiz6 un
paso de acondicionamiento de las HNPs por columna PD10, con el objetivo de
eliminar el etanol, siguiendo el procedimiento antes descripto. Luego, 500 ul de la

muestra en solucion acuosa fueron sembrados en la columna CEM G-200.

100
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Fig. 4.12 — Purificacion de HNPs mediante tres ciclos de centrifugacion. Analisis de distribucion de
tamafio por DLS.

La elucion se realiz6 en agua bidestilada y se recolectaron fracciones de 500 pl. El
cromatograma se observa en la Fig. 4.13. Los graficos A y B de la figura,
corresponden a las medidas de absorbancia de las fracciones de elucion a 280 nm
(proteinas) y 530 nm (sefial de LSPR de las Au-NPs), respectivamente. Como puede
observarse, a los 6 ml de eluciéon se encuentra la maxima absorbancia tanto a 280 nm
como a 530 nm. En el grafico A, también se observa un pico ancho, que sale entre los
8 y 13 ml de elucion, que corresponde a la proteina libre. Este pico no aparece en el
grafico B, por lo que se puede afirmar que en esa fraccibn no contiene Au-NPs ni
HNPs.
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Fig. 4.13 — Cromatograma de purificacion de HNPs mediante la CEM G-200, medido a 280 y 530 nm.

los pico de absorbancia a 530 nm registrados a los 4 ml y 6 ml de elucion). En la Fig.

A continuacion, se analizaron por DLS las fracciones 8 y 12 (que corresponden a

4.14, se obsevan los histogramas de tamario.
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Fig. 4.14 — Andlisis de tamafio por DLS de las fracciones de elucién marcadas en el perfil de purificacion
de las HNPs (A). Diagramas de distribucion de tamafio correspondientes a la fraccién 12 (B) y a la
fraccion 8 (C) determinados por DLS.

En la Fig. 4.14(C) se encontr6 que el pico de absorbancia que presenta la fraccion

8 (4 ml de elucion), esta compuesto por NPs del tamafio de las HNPs, y de la

presencia de agregados (con un porcentaje de intensidad relativa cercano al 50 %).
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Sin embargo, en la Fig. 4.14(B), se observa que la fraccién 12 estd compuesta por las
NPs con un tamafio promedio de 60 nm.

Como conclusion, las columnas de CEM G-200, permitieron la purificacion de las
HNPs. A partir del pasaje de las muestras por las mismas, podemos separar las NPs
de los agregados y de las proteinas que no forman parte de la multicapa de

recubrimiento.

Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atémica liquida (AFM) permite analizar muestras en
medios acuosos como tomar imagenes de las NPs en su entorno natural y en forma
3D. En la Fig. 4.15 se muestra una imagen obtenida para las HHSA)-NPs. Se pueden
observar la coexistencia de nanoestructuras de diferentes tamafios. Las
nanoestructuras de mayor tamafio se asignaron a las HNPs. Es notable en la imagen
la rugosidad y la heterogeneidad que presentan estas NPs que puede deberse al

proceso de recubrimiento y de entrecruzamiento mediado por radiacion.

Fig. 4.15 — AFM en estado liquido de las H(HSA/BSA)-NPs post-irradiacion.

A su vez, se observan en la imagen esferas de tamafo medio que se
corresponden a las Au-NPs (o Au-NPs recubiertas con una monocapa de Alb), ya que
muestran una superficie lisa, sin presencia de rugosidad. Cabe destacar, que la
muestra analizada por AFM fue purificada previamente por varios pasos sucesivos de

centrifugacion (5 ciclos). Es muy probable que pueda haber ocurrido la pérdida del



recubrimiento proteico de algunas NPs. Esto explicaria la presencia en la imagen de
Au-NPs, agregados, y de las estructuras de menor didmetro observadas (de pocos
nm), que se le atribuyen a la Alb y pequefios agregados de esta proteina.

Determinacion de potencial Z

El potencial Zeta (ZP) es un parametro muy util para la caracterizacion de NPs. La
magnitud del ZP indica el grado de repulsién electrostatica entre las particulas
adyacentes en una dispersion, considerando solo un tipo de particulas. La Tabla 4.3

corresponde a los valores de ZP de diferentes tipos de NPs y de la HSA en solucién.

MUESTRA DIAMETRO (nm)

Au-NPs -40 a -50
HSA, /Au-NPs =21
H(HSA)-NPs 12,1
HSA-NPs 11,4
HSA -15,4

Tabla 4.3 — Valores de potencial Z de las muestras Au-NPs (de acuerdo con Brewer, et al., 2005),
H(HSA)-NPs, HSA-NPs, HSAm/Au-NPs y HSA (segin Hosainzadeh, et al., 2012).

Como se observa, las Au-NPs tienen muy bajo ZP como consecuencia de la
estabilizaciébn con citrato de sodio. Las nanoestructuras irradiadas (HSA-NPs y
H(HSA)-NPs), presentaron valores de ZP muy cercanos al de la proteina libre,
mostrando un comportamiento de carga superficial similar. Las HSAm/Au-NPs,
preparadas por adsorcién fisica de las proteinas a la superficie del oro en forma de

monocapa, mostraron un valor levemente mas negativo de ZP respecto de la HSA.

Andlisis por FT-IR

Continuando con la caracterizaciéon de las NPs, se realiz6 un andlisis mediante
FT-IR para el estudio del recubrimiento proteico en las HNPs. Para ello, se utiliz6 un
equipo de espectroscopia infrarroja acoplado a un modulo de reflectancia total
atenuada. Es conocido que esta técnica es sensible para detectar cambios

conformacionales presentes en las proteinas. Por esta razon, se realizaron los
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espectros de BSA, Au-NPs y H(BSA)-NPs (Fig. 4.16). Las muestras fueron secadas
sobre el cristal del médulo previo a la medida.
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Fig. 4.16 — Espectros de FT-IR de las Au-NPs, H(BSA)-NPs y BSA.

Se observa el espectro caracteristico de la BSA, con los picos correspondientes a
las sefiales amida | y Il (enlace peptidico) a 1651-1604 cm?® y 1550 cm™. En el
espectro de las H(BSA)-NPs podemos observar la presencia de los mismos picos,
aunqgue en el espectro de las Au-NPs, éstos estan ausentes. Este analisis proporciona
una confirmacion mas acerca del recubrimiento de Alb de las Au-NPs. También se
observa un aumento en la sefial IR entre 1200 y 800 cm™ en las H(BSA)-NPs que no

ha podido ser asignado.

Electroforesis SDS-PAGE

La presencia de una unién covalente (entrecruzamiento) entre las proteinas de
recubrimiento se evalué mediante electroforesis SDS-PAGE. Se corrieron diferentes
muestras de NPs (preparadas en medio reductor) en un gel 8 % de acrilamida (2,5 %
de gel concentrador o “stacking gel’). En la Fig. 4.17 se observa una imagen de las
zonas del gel concentrador y corrida, ambos tefiidos con Coomassie blue. Las muetras
fueron estadarizadas a la misma absorbancia de pico de resonancia de plasmon.

Como puede verse, las Au-NPs quedan retenidas en el gel concentrador. En el
caso de las Au-NPs (Fig. 4.17, calle 2) y HSAn/Au-NPs (Fig. 4.17, calle 3), las bandas

retenidas son de color violaceo oscuro, indicando la precipitacion de estas NPs. En



cambio, las H(HSA)-NPs (sembradas por duplicado en calles 4 y 7) que quedaron en

el gel concentrador, tienen la coloracion rojiza caracteristicas de las NPs dispersas.
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Fig. 4.17 — Gel SDS-PAGE 8 % de las siguientes muestras: Patrén de PM (1), Au-NPs (2), HSAm/Au-NPs
(3), H(HSA)-NPs (4), BSA en solucion acuosa (5), BSA en solucion etandlica (6) y, HHSA)-NPs (7). En la
parte superior se muestra el gel concentrador sin tincion.

Por otro lado, al analizar el gel de corrida puede observarse que las Au-NPs no
presentan ninguna banda, como era de esperar. Las HSAn/Au-NPs, tienen una banda
muy tenue de alrededor de 66 kDa (PM de la Alb). En el caso de las HHSA)-NPs, se
encontrd un patron de bandas de proteinas de alto peso molecular. Este efecto que se
encuentra en el gel podria ser compatible con un proceso de entrecruzamiento

inducido por radiacion.

Estabilidad de recubrimiento proteico

Las Au-NPs pueden disolverse facilmente utilizando una solucion de cianuro,
transformando la suspensién rojiza de Au-NPs en un color amarillo claro
correpondiente a la solucién de iones auricos [Demers, et al., 2000]. Teniendo en
cuenta que la irradiacién con una fuente de Cobalto-60 genera el entrecruzamiento de
las Albuminas del recubrimiento proteico de las HNPs, podria existir una diferencia en
la velocidad de permeacion de los iones de cianuro a través de este recubrimiento. Es

esperable un comportamiento de disolucion diferente del nucleo de oro de dichas NPs.
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En la Fig. 4.18(A), se observa la cinética de disolucibn medida como la
desaparicion del pico de absorcion de resonancia del plasmoén a 40 °C. Las muestras
de H(BSA)-NPs fueron irradiadas a distintas dosis: 0,5, 1, 2,5, 5 y 10 kGy, con 30
mg/ml de BSA en una solucion etandlica al 30 %v/v. Para estandarizar todas las
condiciones, se graficod la absorbancia relativa de las HNPs, preparadas a una dosis
de irradiacion diferente, con respecto a la misma muestra sin adicion de cianuro. En un
periodo de tres horas, las Au-NPs estabilizadas con citrato de sodio (sin recubrimiento
proteico) se disolvieron por completo; mientras que todas las muestras irradiadas
mostraron un comportamiento de disolucion mas lento (Fig. 4.18(A)).

—a— 0 kGy 50
—e— 0,5 kGy \ B)
—a— 1 kGy

0,8 —v—2,5 kGy 40
—4+— 5 kGy
—— 10 kGy
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Fig. 4.18 — Perfil de disolucién de las Au-NPs de las H(BSA)-NPs irradiadas a distintas dosis en funcién
del tiempo (A); y de la dosis de irradiacion (B).

En la Fig. 4.18(B) se representa graficamente el porcentaje de disolucién de las
NPs, determinado como el porcentaje de variacion del pico de resonancia de plasmoén
en los primeros 30 min de incubacién con la solucién de cianuro. Considerando este
parametro, la muestra irradiada con la dosis minima estudiada (0,5 kGy) mostré una
menor velocidad de disolucion respecto a la no irradiada. Todas las otras muestras,
irradiadas con el rango de dosis de 1 a 10 kGy, mostraron una marcada diferencia en

la velocidad de disolucién.

Andlisis mediante Dicroismo Circular

El grafico de dicroismo circular de las H(BSA)-NPs irradiadas a distintas dosis,
frente a la Alb sin irradiar, se observa en la Fig. 4.19.

No se observaron cambios significativos entre la proteina sin irradiar y la proteina
de las NPs irradiadas. Este andlisis se realiz6 sobre muestras de HNPs donde las Au-
NPs fueron disueltas completamente con cianuro de potasio. Se observé que a una

dosis de irradiacién de 1 kGy practicamente no se hubo diferencias, mientras que una



leve modificacion en la estructura secundaria de la Alb se observd para las NPs

irradiadas a 5y 10 kGy.

Elipticidad molar (deg*cmzldmol)
)
o

-40 T - T o T T
200 220 240 260
Longitud de onda (nm)

L]
280 300

Fig. 4.19 - Estudio de CD de NPs irradiadas a 1, 5 y 10 kGy comparadas con una solucion de BSA.

Reconocimiento AlbUmina/Anticuerpo o-BSA

La fuerte interaccion entre las tioles presentes en las proteinas y el oro, genera
pérdida de la estructura de las proteinas [Wang, et al., 2013]. Es por ello, que se
estudié el bioreconocimiento entre la BSA de las NPs y el anticuerpo policlonal a-BSA.
El ensayo se realiz6 con las H(BSA)-NPs irradiadas y con las BSAWw/AuU-NPs como
control (no irradiadas, con una monocapa de Alb adsorbida fisicamente sobre la
superficie de las Au-NPs). El anticuerpo fue inmovilizado en una membrana, mientras
que como control de este ensayo se utilizaron las mismas membranas incubadas

previamente con caseina.

En la Fig. 4.20, se compara el reconocimiento biolégico de ambas NPs con los
anticuerpos o-BSA inmovilizados. Efectivamente, las H(BSA)-NPs presentaron
interaccion con los anticuerpos, mientras que las NPs control no lo hicieron,
demostrando asi la pérdida de estructura proteica producto de la interaccion de los
tioles con el oro. Cabe destacar que las membranas control no mostraron interaccion

alguna con las NPs (que se observa como la ausencia de color).
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Fig. 4.20 — Biorreconocimieno entre Albimina de NPs y Anticuerpo anti-BSA.

En los proximos Capitulos, este hibrido de Au-NP y Albamina se funcionalizara
con péptidos para mejorar el reconocimiento biol6gico con células especificas.

CONCLUSIONES PARCIALES

Mediante irradiacion ionizante se obtuvieron NPs hibridas Au/Alb, con un
recubrimiento en forma de multicapa, estabilizado por entrecruzamiento radio-inducido.

La caracterizaciobn mediante espectroscopia UV-visible, evidenci6 el corrimiento
del pico de resonancia de plasmén caracteristico de la modificacion superficial de las
Au-NPs, pasando de 520 nm a 534 nm para las NPs hibridas. Ademas, cabe destacar
que el recubrimiento proteico no interfirid con las propiedades 6pticas de las Au-NPs.
Se logré determinar las condiciones éptimas de preparacion de dichas muestras, tales
como la concentracién de proteina para recubrimiento (15 mg/ml HSA y 30 mg/mi
BSA), la concentracion de etanol (30 %) y la dosis de irradiacion minima (1 KGy)
donde comienzan a registrarse cambios de comportamiento de las NPs.

Por medio de la técnica de TEM, se evidencié una estructura tipo core/shell de las
NPs de forma esféricas, con un centro de Au-NPs y un recubrimiento de Alb. Un
diametro hidrodinamico promedio de 78 nm, fue determinado segun la técnica DLS.

Las NPs pudieron ser purificadas mediante centrifugaciéon y cromatografia de
exclusion molécular. De ambas técnicas, la Gltima resulté ser mejor debido a que no se
produce agregacion de la muestra durante el proceso de purificacion. El paso de

purificacion resultd ser de suma importancia para obtener las NPs sin la presencia de



proteina libre 0 NPs de proteina como contaminantes de las muestras irradiadas (DLS
y TEM).

Mediante dicroismo circular, se observo que las proteinas no presentan cambios
importantes en su estructura luego de la irradiacion (sobre todo para dosis bajas como
1 kGy) y por medio de FT-IR, se pudo confirmar la presencia de Alb en las HNPs, con
sus sefiales amida caracteristicas.

El estudio de bioreconocimiento entre Alb y el anticuerpo o-BSA, permitio
determinar que las proteinas que forman la multicapa de Albumina, conservan su
conformacion luego de la irradiacion, al menos las proteinas de la superficie mas

externa de la NPs.
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CAPITULO V. DECORACION DE NANOPARTICULAS

Con el objeto de disponer de mejores herramientas diagnosticas y de tratamiento
oncoldgico, se busca desarrollar terapias dirigidas a células especificas, y por esta
razén, se plante6 la modificacion superficial de las HNPs con el péptido Bombesina-
DOTA (BD). Como ya se comento, este péptido es reconocido por los receptores GRP
(GRPr), sobreexpresados en varias lineas células tumorales.

La decoracion de las NPs con BD nos permitira la obtencién de un nanosistema
final, con potencial uso en terapia y diagnostico. Esto se debe a la sefal de
direccionamiento hacia células especificas y a la capacidad de marcacion con
radioistopos de interés terandstico a traves de la quelacion al grupo DOTA.

A continuacion se detallan los pasos a seguir para la conjugacién del péptido a las
NPs por diferentes enfoques, seguido de su caracterizacion y cuantificacion. Ademas,
se discutiran las caracteristicas que convierten a la BD en una herramienta util en el

disefio de nanosistemas con aplicaciones en Nanomedicina.

MATERIALES Y METODOS

El péptido sintético Bombesina-DOTA fue donado por la IAEA en el marco del
proyecto CRP F22064. Se utilizaron los reactivos de acoplamiento heterobifuncionales
SMCC (Invirogen, ThermoFisher) y BMPS (Fluka, Sigma Aldrich). Los demas reactivos
usados son de grado analitico.

Dos tipos de NPs fueron decoradas con BD: i) las HNPs, recubiertas con una
multicapa de proteinas (HSA/BSA), estabilizadas mediante entrecruzamiento radio-
inducido, y; ii) las Albm/Au-NPs, con un recubrimiento proteico (HSA/BSA) en forma de
monocapa que ocurre por adsorcidon superficial de las proteinas al oro y, que
utilizaremos como control en el estudio de interaccion de los nanosistemas con células

en el préximo capitulo.

Decoracién de NPs

Tres estrategias de decoracion se probaron para la modificacion superficial. Todas
cuentan con una etapa inicial de activacion del péptido, donde una solucién de BD (20
mg/ml) en dimetilformamida (DMF) se hace reaccionar con el reactivo de acoplamiento
heterofuncional SMCC o BMPS, durante ON, en agitacion suave. La relacion de

BD/reactivo de acoplamiento utilizada fue 1:10.
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El exceso de reactivo heterobifuncional se eliminé mediante la adicion de
microparticulas de GMA/2G, derivatizadas con cisteamina (ver protocolo en Anexo).
Una muestra de esta reaccidon fue guardada para posteriores estudios de
caracterizacion. En una segunda etapa, se procedi6 a la conjugacion del peptido
activado con las Alb.

En la Estrategia I, decoracion “pre-irradiacién”, la modificacion con BD se produjo
sobre una solucion de Alb. Estas proteinas luego, fueron utilizadas para preparar
HNPs (como se detallé en el Capitulo V), y enviadas a irradiar. La solucion de Alb
para recubrimiento de Au-NPs, consistié en un 95 % de Alb sin conjugar con BD y un 5
% de BD-Alb.

En la segunda estrategia, decoracion “post-irradiacion”, la BD fue incorporada
sobre las Alb superficiales de NPs ya irradiadas. Estas NPs utilizadas, fueron
previamente purificadas por un ciclo de centrifugacién a 13.000 rpm, 4 °C y por 20 min,
siguiendo los pasos descriptos en el Capitulo IV. Unas vez purificadas, por cada 1 ml
de NPs se le agreg6 100 pul de ditiotreitol (DTT) 10 mM para obtener una reduccion
parcial de tioles libres. El tiempo de incubacién fue 1 h a temperatura ambiente
manteniendo la agitaciobn constante. Posteriormente, se elimin6é el DTT con una
columna PD10, equilibrada en el buffer de acoplamiento a Alb (fosfato 50 mM, 0,15 M
NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,2). La elucion de las NPs se realiz6 en el mismo buffer.

La reaccion de acoplamiento del péptido activado a las Alb se llevé a cabo durante
ON a temperatura ambiente y con agitacion constante. Posteriormente, las muestras
fueron purificadas mediante CEM, utilizando PBS como buffer de elucion.

En la tercera estrategia, el péptido activado fue acoplado a la Alb del
recubrimiento en forma de monocapa de las AlbnAu-NPs. El protocolo seguido fue el
mismo que el utilizado en la Estrategia Il de decoracién, con la salvedad de que las

Albm/Au-NPs no son expuestas a una alta concentracion de etanol ni irradiadas.

Caracterizacion por DLS y espectroscopia UV-visible

El tamafio de particula se determiné mediante dispersién de luz dinamica (DLS) a
25 °C en un analizador de tamafio de particula 90Plus / Bi-MAS, segun el protocolo
descripto en los capitulos anteriores.

Los espectros UV-visible se realizaron en un espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu
160 A. Para ello se utilizé una cubeta de cuarzo con un volumen de 100 pl y un paso
optico de 1 cm.

El monitoreo de las NPs se realizé mediante las medidas de absorbancia a 280

nm (péptido y proteinas) y a 530 nm (sefial LSPR).



Caracterizacion por ESI-MS

El péptido activado (BD-BMPS) y sin conjugar (BD) se caracteriz6 mediante
Espectroscopia de Masas de lonizacion por Electrospray (ESI-MS). Se us6 un
espectrofotometro LCQ Advantage Max (ThermoFinnigan). Las muestras diluidas en
acetonitrilo/agua (1:1), se acidificaron con acido férmico 0,1% y se analizaron por
inyeccion directa en modo positivo, a temperatura ambiente.

Este estudio se realizé en el espectrbmetro que cuenta el Departamento de
Ciencia y Tecnologia (UNQ) a cargo del Lic. Juan Brardinelli.

Andlisis mediante MALDI TOF/TOF

Se utilizé un espectrometro modelo Ultraflex Il (Bruker). El equipo cuenta con un

ionizador MALDI y analizador TOF/TOF, lo que permite realizar MS y luego MS/MS de
las sefiales mas intensas seleccionadas manualmente. Este andlisis se realizo en el
Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos en Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM),
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA), por la Dra. Silvia Moreno.

Para ello, se sembraron las diluciones originales, y diluciones 1/10 y 1/100. Sélo
en el caso de las BD-AIb-NPs, las muestras fueron digeridas con Tripsina. Cada
muestra se sembré en 3 matrices diferentes, HCCA, DHB y Sinapinico. El andlisis de
los datos obtenidos se realiz6 con el programa flexAnalysis y para realizar las
busquedas se utiliz6 MASCOT.

Cuantificacion de tioles libres

Se realiz6 la cuantificacion de los tioles libres presentes en las Alb de las HNPs
antes y después del acoplamiento de la BD. Para ello, 450 pl de NPs se incubaron por
1 h a temperatura ambiente con 55 pl de DTT 10 mM y 50 ul de buffer fosfato de sodio
0,1 M, pH 6. Posteriormente, se elimin6 el DTT con una columna PD10 preparada con
5 ml de matriz y equilibrada con el buffer antes mencionado. Se sembraron 0,5 ml de
muestra, completando con 1,5 ml de buffer fosfato 0,1 M, pH 8 el volumen de siembra.
La elucién se realizdé con este Ultimo buffer, recolectando 1 ml de muestra.

Finalmente, 5 pl del reactivo de Ellman (DTNB) se agregaron a las muestras para
medir la absorbancia a 425 nm luego de transcurridos 10 min de incubacion. El DTNB
(3,9 mg/ml) se prepar6 en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7.

Este mismo procedimiento se llevé a cabo sobre muestras sin el agregado de DTT
(con la adicion de 55 pl de agua bidestilada para tener el mismo volumen de reaccion
en todas las muestras).

Para calcular los moles de tioles libres se le rest6 a la absorbancia a 425 nm de

las muestras, la absorbancia del DTNB a esa longitud de onda. El resultado se dividid
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por el coeficiente de extincion molar del DTNB (e = 12400 mol'lcm'l). Finalmente, el
valor obtenido se multiplicé por (1/concentracién molar de Alb en la muestra). De esta

manera, se calculo la relacion SH/molécula en cada caso.

Cuantificaciéon de BD/NP

Se estudiaron diferentes técnicas para la cuantificacion del péptido por NPs.

En primer lugar, se realiz6 el método descripto por Dadachova et al. para la
determinacion de grupos DOTA [Dadachova, et al., 1999]. Para ello, se prepar6 una
solucion madre de Pb(ll)-Arsenazo Il (AAIlll) en buffer acetato de amonio 0,15 M, pH
7, conteniendo AAIIl 10 uM y Pb(ll) 4,83 puM. Luego, 85 pl de este complejo se
incubaron con 20 pl de muestra y 5 pl de NaCl 1 M. El volumen final de reaccion fue
de 1.050 ul, con un tiempo de incubacién de 10 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se midi6 la absorbancia a 656 nm y se correlacionaron los valores
obtenidos con una curva de calibracion construida a partir de una solucién de DOTA.
Para la curva, se midieron 6 diluciones por triplicado, partiendo de una solucién 10 uM
de DOTA.

La determinacién BD/NP también se realiz6 por medio de un Espectrometro de
Emision Atomica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES). Para ello, 1 ml de
las muestras HNPs y BD-HNPs se incubaron con 4,3 pl de una solucién de cloruro de
estroncio (Sr(ll)) 0,305 mg/ml y 3,9 pl de una solucién de acido iminodiacético (IDA) 4
mM. La incubacion se realiz6 ON, a temperatura ambiente en agitacion. El Sr(ll) que
no fue quelado al DOTA, se eliminé por el pasaje de las muestras por una columna
PD10, seguido de dos ciclos de didlisis de 16 h cada uno, en frio y agitacion. Una
membrana de PES (poliétersulfona) fue utilizada con un tamafo de corte (“MWCQO”) de
10.000 Da (Vivaspin, Sartorius). El volumen de buffer de didlisis (buffer fosfato 200
mM, IDA 1 pM, pH 7) utlizado para cada ciclo fue 500 ml. Posteriormente, las
muestras se colocaron en viales de vidrio sellados para su posterior medicion en el
Laboratorio de Analisis Quimicos, LANAQUI (CERZOS-CONICET-UNS), por el Dr.
Claudio Ferrarello y la Ing. Miryam Crespo.

El equipo ICP-AES utilizado fue un Shimadzu 9000 Simultaneo de alta resolucion,
segun norma EPA 200.7. En todos los casos se utilizaron para las mediciones
patrones/ estandares certificados Chem-Lab, (Zedelgem B-8210) y agua Milli Q
Integral 10, Elix Technology Inside (Merck). Las muestras fueron previamente diluidas

con agua Milli Q en una relacion 1:5.

Para corroborar los resultados obtenidos, se realizé una tercera determinacién de

la relacion BD/NP mediante la técnica de Fluorescencia de Rayos X de Reflexion Total



(TRXF). Se us6 para ello un espectrémetro S2 PicoFox TRXF (Buker). El péptido se
cuantifico por medio de la deteccion de Pb(ll) transquelado al DOTA desde el complejo
Pb(Il)-AAlll segun el protocolo descripto anteriormente.

Para ello, 15 pul de muestra (HNPs y BD-HNPs) fueron incubados con 85 pl de
complejo Pb(I)-AAlll y 5 pl de NaCl 1 M, por 4 h en agitacién constante y oscuridad.
Luego, estas muestras fueron dializadas en buffer fosfato 20 mM, IDA 1 mM, pH 7.
Esta dialisis se realizé en tres ciclos de 16 h cada uno, con recambio de buffer entre
cada ciclo, con membranas de didlisis PES (MWCO 10.000 Da). Finalmente, se
tomaron 5 pl que se mezclaron con 1 pl de una solucion estandar de Co 0,01 mg/ml.
De esta mezcla, 5 pl fueron depositados en los discos utilizados por el equipo para
medir. Este protocolo se realizé por duplicado para cada muestra.

La determinacién por TXRF fue realizada en un equipo Bruker S8 Tiger, en el

Centro Atébmico Constituyentes (CNEA), por la Dra. Graciela Custo.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Durante la dltima década, se han proporcionado estudios cientificos donde
péptidos reconocidos por receptores de membrana pueden utilizarse con éxito para la
deteccidn in vivo de canceres humanos [Reubi, 2003]. En este contexto, los receptores
GRP han adquirido gran relevancia debido a que se expresan en altas densidades en
varios tumores primarios humanos y sus metastasis, incluyendo cancer de proéstata,
mama, células pequefias de pulmén y pancreas [Halmos, et al., 1995; Toi-Scott, et al.,
1996; Reubi, et al., 2002; Sun, et al., 2000; Qin, et al., 1994; Markwalder and Reubi,
1999]. Basados en este hecho, estos receptores se convirtieron en un objetivo
atractivo para la deteccion y tratamiento de estos canceres.

Los péptidos GRP (liberadores de gastrina) y Bombesina (BN) se unen con alta
afinidad a los GRPr. Estos péptidos comparten una secuencia C-terminal de 7
aminoacidos altamente conservada (Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,), que se
requiere para su reconocimiento y union de los mismos a GRPr [Reubi, 2003; Okarvi,
2004]. Por esta razén, la BN tiene potencial para ser utilizada con fines diagndsticos
y/o terapéuticos dirigidos a células tumorales con sobreexpresion de GRPr [Langer
and Beck-Sickinger, 2001; Okarvi, 2004].

En los dltimos afios surgieron numerosos estudios de péptidos analogos a BN
radiomarcados con fines terandsticos, en especial para tumores de mama y préstata.
Esta reportado que las células tumorales de préstata presentan sobreexpresion de
GRPr [Reile, et al., 1994; Aprikian, et al., 1996; Sun, et al., 2000; Markwalder and
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Reubi, 1999]. Markwalder y Reubi reportaron que el GRPr se encuentra en alta
densidad en carcinomas de préstata invasivos y lesiones prostaticas intraepiteliales
proliferativas, principalmente neoplasias intraepiteliales prostaticas, mientras que el
tejido de prostata normal y, en la mayoria de los casos, el tejido prostatico hiperplasico
son GRPr negativos [Markwalder and Reubi, 1999].

Sin embargo, un inconveniente importante del uso de pequefios péptidos
radiomarcados para el tratamiento del cancer es que la rapida eliminacion del flujo
sanguineo puede reducir potencialmente la dosis efectiva administrada al tumor
[Smith, et al., 2005]. Como solucién a este problema, se planteé en este trabajo de
tesis la incorporacion de estos péptidos a nanosistemas.

Las Au-NPs proporcionan vehiculos atractivos para el suministro de
medicamentos, materiales genéticos, proteinas y moléculas pequefias. Las Au-NPs
presentan una baja toxicidad sumado a la posibilidad de controlar el tamafio de las
particulas y las propiedades de su superficie [Rana, et al., 2012]. Es asi como varios
grupos de investigacién se encuentran en el desarrollo de nanoparticulas conjugadas
con péptidos. Por ejemplo, Mendoza-Sanchez et al., desarrollé un sistema compuesto
por Au-NPs esféricas, modificadas superficialmente a través de la afinidad tiol/Au, con
un simil-péptido BN, marcado con *™Tc [Mendoza-Sanchez, et al., 2010]. Jiménez-
Mancilla et al., trabaja sobre una nanoestructura compuesta por un ndcleo de oro
conjugado espontaneamente con los tioles del péptido BN, marcado con **"Tc y ¥7Lu
[Jiménez-Mancilla, et al., 2013]. Sin embargo, estos grupos trabajan en modificar NPs
superficialmente, utilizando solo la propiedad de la afinidad tiol/Au. Esta interaccién
esta mediada por fuerzas débiles de caracter intermoleculares.

En este trabajo de tesis, se buscé la incorporacion del péptido sintético BD a
través de su union covalente a las proteinas que forman la multicapa de recubrimiento
de las HNPs.

Como se mencioné en el Capitulo IV, la Albumina y las Au-NPs interactdan
espontdneamente con una constante del orden pM, perdiendo parcialmente su
conformacion nativa [Brewer, et al., 2005; Tsai, et al., 2011]. Sin embargo, los mayores
desafios a los que se enfrentan estas nanoestructuras con recubrimiento en forma de
monocapa se encuentran cuando se utilizan en mezclas complejas o en aplicaciones
in vivo. En estos casos, hay numerosas interacciones con diferentes proteinas séricas
donde ocurren procesos de intercambio entre las proteinas adsorbidas en la superficie
de las Au-NPs por otras con mayor capacidad de union [Saptarshi, et al., 2013].
Durante estos procesos de intercambio de proteinas de la superficie de las NPs, es
muy posible que ocurra la pérdida de los ligandos (proteinas o péptidos unidos por

afinidad tiol/Au) que inicialmente decoraban las Au-NPs. En particular, es éste un



punto que se busca optimizar en el presente trabajo, partiendo de la conjugacion del
péptido de manera covalente a una nanoestructura estabilizada por uniones que
también son del tipo covalente entre las proteinas del recubrimiento.

Para la decoracién de las HNPs, se utilizara el simil-péptido Bombesina-DOTA
(Lyst,Lys*(DOTA)-Bombesin(1-14)) que es un derivado del neuropéptido Bombesina,
con un peso molecular de 1.993 g/mol y una pureza >90-95 %.

DOTA

Fig. 5.1 — Estructura quimica de péptido BD. Los grupos aminos reactivos son: amina primaria (A), o-
amino (B); y amino imidazol (C).

Este simil-péptido tiene ademas la ventaja de presentar el grupo quelante DOTA
(4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N” N"’-tetraacético), covalentemente unido
a su estructura, que le confiere la capacidad de ser radiomarcado. De esta manera, no
solo es util para el direccionamiento hacia células tumorales que sobreexpresan GRPr,
sino que también permite la quelacion de radionucleidos de interés en terapia y
diagnostico, tales como Indio-111 (Util para obtener imagenes SPECT), Ytrio-90 y
Lutecio-177 (aplicados en radioterapia), Cobre-64 y Galio-68 (usados para la
obtencion de imagenes PET). Su estructura quimica se describe en la Fig. 5.1, donde
se observa que posee dos grupos aminos y un imidazol que seran los blancos de

reaccion para la union del mismo a la Albumina.
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Decoracion de NPs

Se realiz6 mediante una técnica de conjugacion tradicional, mediada por un
reactivo de acoplamiento heterobifuncional. Se probaron los reactivos 3-(maleimido)
acido propiénico N-hydroxisuccinimida éster (BMPS) vy succinimidil 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), para llevar a cabo la unién del
péptido a la Albumina. Estos reactivos contienen los grupos éster N-hidroxisuccinimida
(NHS) y maleimida que permiten la conjugacién covalente de moléculas que contienen
aminas y sulfhidrilos. EI NHS reacciona con las aminas primarias a pH 7-9 para formar
enlaces amida; mientras que los grupos maleimidas reaccionan con sulfhidrilos a pH
6,5-7,5 para formar enlaces tioéter estables. En soluciones acuosas, el NHS sufre
degradacién, por lo que la disolucion del reactivo debe hacerse en N,N-
dimetilformamida (DMF) o dimetilsulféxido (DMSO).

La técnica de acoplamiento de BD a la Albumina se realiz6 en dos pasos
principales: i) activacion del péptido por medio de la reacciéon de los grupos aminos
con el extremo NHS del reactivo de acoplamiento en exceso y; ii) conjugacion del
péptido a la proteina (a través de la Cys-34 libre de la Alb) o las NPs dependiendo de
la estrategia de decoracion. La Fig. 5.2, resume los pasos a seguir para la conjugacion
de BD a la Alb, mediada por el reactivo BMPS.
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Fig. 5.2 — Reaccion de acoplamiento del péptido BD a la Albumina mediante BMPS. Los sitios reactivos
de BD son sefialados en circulos punteados.

La activacion del péptido se llevé a cabo incubando el mismo con un exceso de
reactivo de acoplamiento (relacion 1:20) en DMF durante ON en agitacion constante y

temperatura ambiente.

Es importante mencionar que es necesario un paso de purificacion posterior a la

incubacién del péptido con el reactivo de conjugacion, para eliminar el exceso de este



altimo que no haya reaccionado. Este paso se realizO mediante la incubacion con
microparticulas compuestas de glicidil metacrilato (GMA) y 2G, derivatizadas con
cisteamina preparadas en el laboratorio (ver protocolo en Anexo). Estas
microparticulas secas (200 mg) fueron redispersadas en DMF y luego agregadas a la
mezcla de reaccion BD/reactivo de acoplamiento. Luego de una incubacion de 2 h a
temperatura ambiente y en agitacion constante, se procedié a centrifugar la muestra,
recuperando el sobrenadante compuesto por el péptido activado.

La segunda etapa, que consta de la unién del péptido con la Albumina, se realizé
mediante tres estrategias diferentes. En la primera estrategia, la decoracion se realiz6
sobre Alb en solucion, que posteriormente fue utilizada para preparar HNPs por
irradiaciéon (Estrategia |, decoracién pre-irradiacion). Luego del acoplamiento, las
muestras fueron purificadas por PD10, para eliminar el péptido activado libre.

En la preparacion de las HNPs, se utiliz6 una solucién de proteina compuesta por
un 5 % de BD-Alb y un 95 % de proteina sin péptido. Finalmente, las muestras fueron
irradiadas, en solucién etandlica 30 %v/v, segun el protocolo descripto en el Capitulo
IV, para obtener BD-HNPs.

En la segunda estrategia, la decoracion se realizd sobre las Alb superficiales
presentes en las HNPs ya irradiadas y purificadas por CEM G-200 (Estrategia II,
decoracion post-irradiacion). Para ello, las HNPs (compuestas por HSA/BSA), fueron
incubadas previamente con un agente reductor con el objetivo de reducir los grupos
tioles libres de las proteinas de recubrimiento de las NPs. Los grupos tioles se oxidan
facilmente en el aire a disulfuros y otras estructuras oxigenadas. Para mantener estos
grupos en estado reducido, se agrega un agente reductor como glutation, cisteina,
mercaptoetanol o DTT para que tenga lugar el intercambio [Cleland, 1964]. En el caso
de la reduccién de los tioles de las HNPs, las nanoestructuras se incubaron con DTT
10 mM, por 1 h a temperatura ambiente. Luego, las NPs se pasaron por una columna

PD10, para eliminar el DTT, y se hicieron reaccionar con el péptido activado.

La tercera estrategia involucro la unién de BD activado a las Alb contenidas en la
monocapa de las Albn/Au-NPs (compuestas por HSA/BSA). Para ello, se sigui6 el
mismo protocolo descripto para las BD-HNPs en la segunda estrategia, con la

diferencia de que estas NPs no son irradiadas.

La Fig. 5.3, resume los enfoques utilizados para el acoplamiento del péptido a la

Alb libre o de recubrimiento de las HNPs.
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Fig. 5.3 — Estrategias de acoplamiento de BD activada a Albumina.

Caracterizacion por DLS y UV-visible

Se realiz6 la caracterizacion de las muestras por UV-visible y DLS. En la Fig. 5.4,
se observan los histogramas de tamafio hidrodinamico de las NPs obtenidas por las
distintos enfoques de preparacion mediante DLS.

La Fig. 5.4(A) corresponde a la muestras donde el péptido es conjugado a la Alb
gue luego es utilizada para preparar las HNPs. Esta BD-Alb, se mezcl6 con las Au-
NPs, se le agregé la solucion de etanol 30 %v/v, y fueron irradiadas a 10 kGy con
rayos gamma. Lo que se observo es la presencia de agregados post-irradiacion. La
dispersién cambié de color rojizo a violaceo, por lo que para continuar con el analisis
fue purificada por una columna CEM G-200. En el histograma, se observa el diametro
promedio de 102 nm para las BD-HNPs que pudieron ser purificadas. Sin embargo,
estas no fueron estables, ya que a los pocos dias de realizar la purificacion, la muestra
purificada también se agregé. Por esta razén, es que esta Estrategia | de decoracion
de NPs fue descartada.

El diametro promedio de las BD-HNPs obtenidas por conjugacion del péptido con
la Alb de recubrimiento presente en las HNPs purificadas post-irradiacion, se observa
en la Fig. 5.4(B). En este caso, el tamafio promedio es de 63 nm, aunque el tamafo de
poblacion llega hasta los 110 nm. No se observé agregacion de las muestras luego de
todos los pasos de decoracion. Por esta razon, se eligié esta estrategia de decoracion

para continuar con los ensayos.
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Fig. 5.4 — Tamafio hidrodinamico de las NPs decoradas con BD, segun el enfoque de acoplamiento: (A)
decoracion pre-irradiacion (Estrategia I); (B) decoracion post-irradiacion de NPs (Estrategia Il); y, (C)
decoracion de NPs monocapa (Estrategia Il1).

El tercer enfoque de decoracién se corresponde con la Fig. 5.4(C). En este caso,
las NPs con recubrimiento proteico en forma de monocapa, fueron decoradas con BD.
El didmetro promedio hallado de 30 nm, se puede asignar a las Albn/Au-NPs sin
modificacion por BD. Sin embargo, el tamafio de esta poblacién alcanza un didmetro
de hasta 50 nm. Adicionalmente, se observd la presencia de agregados en el
histograma. Si bien estas NPs muestran agregacion, seran evaluadas en ensayos in

vitro, para comparar su interaccion con el que presenten las BD-HNPs (ver Capitulo
V).

El andlisis de Espectroscopia UV-visible de las muestras se observa en la Fig. 5.5.
Los espectros corresponden a HNPs y BD-HNPs decoradas por la Estrategia Il. El
aumento en la absorbancia en 280 nm presente en las BD-HNPs puede asignarse a la
presencia del péptido en la superficie de las NPs ya que contiene en su secuencia
aminoacidos aromaticos.

Es importante observar que la conjugacion del péptido con las NPs, no provoca un
corrimiento del pico de la sefial de LSPR que presentan las HNPs sin decorar. Como

veremos mas adelante, la conjugacion de BD a las NPs mediante los reactivos de
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acoplamiento BMPS y SMCC, dio valores muy bajos de péptido superficial. Por esta
razon, se realizd el acoplamiento mediante la activacion peptidica con una solucion
acuosa de glutaraldehido (MP Biomedicals). La relacion BD/glutaraldehido utilizada
para la activacion del péptido fue 1:20.

1,0

0,5 -

Absorbancia (u.a.)

0,0

) ) L) T v L)
300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Fig. 5.5 — Espectros de absorbancia de las muestras HNPs y BD-HNPs (preparadas segun la Estrategia
I, acoplamiento realizado con glutaraldehido).

En la Fig. 5.6, se observan los espectros de absorbancia UV-visible de dos
sintesis diferentes e independientes entre si de HNPs decoradas con BD por la
estrategia de acoplamiento post-irradiacién. Las BD-HNPs |, corresponden a NPs
decoradas con BD provenientes de una irradiacion diferente que las nanoestructuras
decoradas BD-HNPs Il. En el caso de esta Ultima muestra, puede observarse que se
probé la modificacion superficial con dos relaciones BD/NP distintas con el objetivo de
poder regular la cantidad de péptido por NP. En el caso de las BD-HNPs II/A (Fig. 5.6,
curva azul) la relacién BD/NP utilizada en la sintesis fue 2 veces mayor con respecto a
muestra BD-HNPs 1I/B (Fig. 5.6, curva roja). Esto se refleja en la disminucion de la
absorbancia a 280 nm que presenta esta Ultima muestra.

Puede observarse en dicho grafico que aunque se trate de diferentes muestras de
HNPs (preparadas incluso en distintas irradiaciones), la decoracion con una misma
relacion BD/NP (curva azul y fucsia) no varia significativamente a pesar de la

heterogeneidad de las mismas.
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Fig. 5.6 — Espectros de absorbancia de dos series de decoracion independientes de HNPs (preparadas
segun la estrategia post-irradiacion utilizando glutaraldehido para el acoplamiento del péptido a la Alb)
provenientes de dos irradiaciones distintas. La serie |, corresponde a las muestras HNPs | (curva negra) y

BD-HNPs | (curva fucsia). La serie Il esta compuesta por las BD-HNPs II/A (curva azul) y las BD-HNPs
II/B (curva roja), donde la primera tiene dos veces mas péptido que la segunda.

Caracterizacion mediante ESI-MS

Con el objetivo de tratar de determinar si la reaccion de activacion del péptido tuvo
lugar satisfactoriamente, se realizé un analisis mediante espectrometria de masas. Se
analizaron las muestras de BD y BD-BMPS purificada, ambas diluidas en
acetonitrilo/agua (1:1) con el agregado de acido férmico 0,1 %.

El PM de la BD es 1.993 g/mol y el del BMPS es 152 g/mol. Al reaccionar, una
molécula de NHS (115 g/mol) es liberada, por lo que el producto BD-BMPS queda con
un PM de 2.144 g/mol. El péptido puede mostrar sefales de m/z 997,5, 665,33 y
499,25, dependiendo si adquiere 2, 3 o0 4 cargas, respectivamente. Sin embargo, las
sefales esperadas para el péptido activado con esas cargas son 1.073, 715,67, y 537.
Los espectros obtenidos de abundancia relativa en funcion de la relacibn m/z se
observan en la Fig. 5.7.

En el grafico correspondiente al péptido (Fig. 5.7(A)) se observan las tres sefiales
esperables para las relaciones m/z antes mencionadas (remarcadas en rojo). Estas
mismas sefales aparecen también en el espectro del péptido activado (Fig. 5.7(B)).
Esta muestra fue analizada después de la purificacién, por lo que la presencia de
dichas sefiales de m/z evidencia que hay BD sin reaccionar en la muestra BD-BMPS.
Esto podria deberse a una ineficiente o incompleta purificacion. Ademas, se observan

las sefiales con m/z de 716,52 y 535,72 que se asignan al péptido activado con 2y 3
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cargas. Esto indica que la activacién tuvo lugar, aunque la purificacion haya sido
deficiente.
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Fig. 5.7 — Andlisis ESI-MS del péptido BD (A) y BD-BMPS (B).

Andlisis mediante MALDI-TOF/TOF

Se analizé la muestra de BD-BMPS mediante MALDI-TOF/TOF. En la Fig. 5.8, se
observan los resultados obtenidos.

Las dos sefales mas intensas del MS corresponden a los m/z 1.995,024 y
2.148,061. Estas pueden corresponderse con la BD y BD-BMPS, respectivamente.
Para comprobar dichos resultados, se realiz6 un analisis MS/MS de la sefial 1.995,024
que se observa en la Fig. 5.9. A partir de este analisis de fragmentacién, puede
asignarse la sefial de m/z 1995,024 al péptido BD.

El espectro MALDI-TOF (Fig. 5.8) mostré ademas de la presencia de BD libre y
varias moléculas correspondientes al enlace de BD con diferentes relaciones de BD-
BMPS (con relacién molar de 1:1 a 1:3). De acuerdo con la Fig. 5.1 de la estructura del
péptido, se pueden introducir de uno a tres BMPS por molécula de BD. Esto queda
evidenciado por las sefiales de m/z 2.148,061, 2.300,044, 2.469,090 que se asignan a
las uniones de BD-BMPS, BD-2*BMPS y BD-3*BMPS, respectivamente. Es posible
gue el tercer BMPS se encuentre unido al grupo imidazol (reaccion que ocurre en
solventes organicos), aunque esta descripto que esta unién es inestable en medios

acuosos.
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Fig. 5.9 — Andlisis MS/MS de la sefial con m/z 1.995,024.

Un andlisis MALDI-TOF de las HNPs y BD-HNPs no se pudo hacer directamente
como consecuencia del muy alto PM de las nanoconstrucciones. Sin embargo, para
facilitar el andlisis, se prepar6é BD-Alb-NPs siguiendo el mismo protocolo descripto
para la decoraciéon de las HNPs (segun la Estrategia Il). Esta muestra fue pre-tratada
con tripsina para generar una hidrélisis peptidica. Previamente, se realiz6 un analisis
similar sobre los productos proteoliticos de las proteinas BSA y HSA libres.

El analisis de los productos proteoliticos de la muestra BD-Alb-NPs generé varios

picos m/z que, en su mayoria, no pudieron asignarse a la protedlisis estdndar de las
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proteinas libres por tripsina. Solo un péptido triptico con m/z = 1.019 correspondiente
al péptido (R)AFKAWAVAR(L) de la HSA, se identifico en las Alb-NPs (Fig. 5.9(A)).
Adicionalmente, se observa una sefial con un m/z = 2.164 que puede ser compatible
con la BD-SMCC (m/z = 2.148). La identidad de este pico aun se encuentra en estudio
(Fig. 5.10(B)).
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Fig. 5.10 — Analisis de digestion proteolitica de las Alb-NPs (A) y BD-Alb-NPs (B). Se observan marcadas
las sefales que se pudieron identificar.

Determinacion de tioles libres

Es importante determinar la cantidad de grupos tioles libres en la superficie de la
proteina de las NPs ya que la conjugacién del péptido activado a la Alb (de las NPs o
libre) se realiza mediante estos grupos al utilizar los reactivos de acoplamiento BMPS
y SMCC.

La cuantificacion de los tioles libre se realiz6 mediante el reactivo de Ellman sobre
los NPs y la Alb libre. Para ello, las muestras fueron tratadas con DTT, con el objetivo
de reducir los tioles oxidados [Cleland, 1964]. Posteriormente, fueron incubadas con el
reactivo de Ellman (DTNB) para determinar los tioles libres por colorimetria. Los
resultados se informan en la Tabla 5.1.

Se determind un rango de 7.000-8.000 moléculas de tioles/NP de acuerdo con la
intensidad del pre-tratamiento de reduccién de tiol (incubacién con el agente de
reduccion DTT). Se us6 una relacion molar de 10:1 de BD-SMCC:tiol para la segunda
estrategia de acoplamiento (sobre la Alb presente en el recubrimiento de las NPs). La
cuantificacion de los tioles libres después de la reaccién fue insignificante, por lo tanto,

se presume que todos los tioles fueron modificados.



MUESTRA Cantidad de NPs Concentracionde Moléculas de Moléculas de

(NPs/1)? tioles (M)? tioles tioles/NP

H(HSA/BSA)-NPs 3,24E+11 8,47E-06 2,55E+15 7873

Tabla 5.1 — Cuantificacion de tioles libres. 'La cantidad de NPs/I se calculé a partir de la sefial de
resonancia de plasmén a 534 nm (en base a la cantidad de Au de las NPs, con las curvas de calibracién
descriptas en el Capitulo 1V). ?La concentracion de tioles libres se calculé a partir de la absorbancia a 425
nm segun lo descripto en la seccion “Materiales y métodos”.

Es importante aclarar, que esta determinacion se realiz6 sobre muestras de NPs
no purificadas por la columna CEM con la matriz G-200 (para eliminar la Albumina
libre), por lo tanto la estimacién de la cantidad de tioles/NP esta sobreestimada. La
necesidad de purificar las NPs, para eliminar los contaminantes como proteinas o
fragmentos de proteina libres y NPs de proteinas (como se describié en el Capitulo V)

fue identificada posteriormente.

Cuantificacién de BD/NP

El principal desafio en la preparacion de las NPs decoradas con BD ha sido la
cuantificacion del péptido, debido a su baja concentracion.

En primera instancia, se intent6 mediante un método espectrofotométrico simple
desarrollado por Dadachova et al., para la determinacién del nidmero de ligandos
poliazamacroclicos conjugados con inmunoproteinas [Dadachova, et al., 1999]. Se
sabe que el Pb(ll) forma complejos altamente coloreados con el Arsenazo(lll). Es asi
gue un complejo de color azul Pb(Il)-AA(ll) (relacién 1:1), ha sido bien caracterizado,
presentando un coeficiente de extincién molar de 10.000 en 660 nm. Ademas, esta
reportado que el Pb(ll) forma rapidamente complejos estables y cinéticamente inertes
con el grupo DOTA, con una constante de estabilidad de 102 - 10* [Chaves, et al.,
1992; Pippin, et al., 1995].

Este protocolo se llevd a cabo para cuantificar el DOTA mediante la
transquelacion del Pb(ll) desde el complejo Pb(Il)-AA(lll). Para ello, se probaron
distintas diluciones de muestras de BD-HNPs (obtenidas segun la Estrategia Il). Si
bien se logré la preparacion de una curva de calibracion en el orden de 250 a 5.020
umoles de DOTA, las muestras de NPs conteniendo el péptido no dieron resultados

reproducibles.

Abordando el desafio por otro lado, se intento la cuantificacién del peptido a partir
de la caracteristica de alta afinidad del DOTA por los iones estroncio (Sr(ll). Esta

reportado que el DOTA coordina con alta afinidad distintos iones metalicos divalentes
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y trivalentes. En el caso del ion estroncio (Sr(ll)), la constante de afinidad es 14,39 pM
[Martell, et al., 1996]. Esta caracteristica hace al grupo DOTA del péptido BD, una
herramienta importante para la cuantificacion del mismo. En base a esta informacion,
se prob6 una segunda técnica para determinar la relacion BD/NP. Para ello, se
incubaron muestras de NPs con y sin péptido, con una solucion madre de Sr(ll) en
presencia de IDA, como se describe en la seccidén “Materiales y métodos”, que actia
como un quelante de menor afinidad para evitar adsorciones inespecificas. Los
resultados obtenidos de la determinacion de Sr(ll) por la técnica ICP-AES se observan
en la Tabla 5.2.

Sr(ll) Cantidad de
determinado DOTA
(vg) {nmoles?

Cantidad de Relacion DOTA/NP
NPs (nmoles) (nmoles DOTA/nmol NP)

MUESTRA Cantidadde Concentracion

NPs (NPs/l)! de NPs (M)

HNPs 6,24E+13 1,04E-10 0,045 0,513 1,04E-01 5

BD-HNPs 5,99E+13 9,94E-11 0,507 5,786 9,94E-02 58

Tabla 5.2 — Determinacion de BD/NP mediante ICP-AES. *La cantidad de NPs/l se calculé a partir de la
absorbancia a 534 nm (en base a la cantidad de Au de las NPs). 2Los moles de DOTA se calcularon a
partir del Sr(ll) determinado. Una molécula de DOTA puede coordinar un Sr(ll) por lo que los moles de

estroncio se corresponden con los moles de DOTA, y por lo tanto BD.

Dado que la cantidad de BD por NP result6 mas baja de lo esperado para la
nanoconstrucciéon (60 nmoles BD/nmol de NP), se reemplazé el reactivo
heterobifuncional de conjugacién por glutaraldehido. Este Ultimo reacciona con grupos
aminos (en lugar de tioles) de la Alb. La Alb tiene aproximadamente 30 aminos libres
en su superficie [Habeeb, 1966] (frente a 1 grupo tiol), por lo que es esperable que la
cantidad de péptidos a obtener en la decoracién se vea incrementada al menos en un
orden de magnitud.

Por otro lado, si bien por ICP-AES se logré la cuantificacion del péptido, esta
técnica tiene una desventaja muy importante que es el gran volumen de muestra que
se necesita por determinacién (1 ml) que no es recuperable. Este hecho, hizo que sea

descartada como método de analitico.

Por esta razon, se probd una tercera forma de determinar el DOTA utilizando la
capacidad de transquelacion del Pb(ll) del ligando Arsenazo(lll). La determinacién del
Pb(ll) quelado al DOTA se realiz6 finalmente mediante la técnica de Fluorescencia de
Rayos X de Reflexion Total (TRXF). Respecto al rango elemental que esta técnica
puede abordar, todos los elementos con Z > 13 pueden ser analizados disponiendo de
las fuentes de excitacion adecuadas. Los elementos con numeros atomicos inferiores

a Z = 13 no se pueden determinar en equipos convencionales de TXRF. La medida



cuantitativa requiere de la adicidon de una solucidén patron de concentracion conocida,
gue debe tratarse de un elemento que no se encuentre en la muestra a analizar. Esta
técnica puede detectar elementos en el limite inferior de partes por billon (ppb)
[Ferndndez-Ruiz, 2010]. Una ventaja destacada de este método de medicion es el

volumen de muestra requerido por medida que esta en el orden de pocos pl.

Se encontraron aproximadamente 1.800 BD/NPs en las muestras de BD-HNPs
mientras que no se detecté Pb(ll) en las HNPs sin péptido. La Tabla 5.3, muestra los
resultados obtenidos. Estas muestras fueron preparadas por activacion del péptido con
glutaraldehido y su posterior uniéon a la Alb de las NPs, decoracién realizada post-
irradiaciéon. Estas NPs fueron purificadas por CEM G-200 previo a la inmovilizacién de

la BD sobre su superficie.

Concentracion  Concentracion Concentracion Relacion

MUESTRA  "4e NPs (nM)'  de Pb(ll) (ng/ul)2 de Pb(ll) ("M) DOTA/NP Promedio
HNPs 0,016 No detectable - -
BD-HNPs 0,017 0,003 18,10 1077
1831
BD-HNPs 0,017 0,008 43,44 2585

Tabla 5.3 — Determinacion de BD/NP mediante la medicion del Pb(ll) al DOTA del péptido BD. ‘La
concentracion de NPs se determind a partir de la sefial de pico de plasmén a 534 nm. 2Concentracion de
Pb(ll), cuantificado por esta técnica, corregido por estandar interno y volumen.

Mediante TXRF se pudo determinar la cantidad de péptido por NP. Se observo
una relacion de péptido alta comparada con la obtenida al conjugar el péptido con los
acopladores heterobifuncionales. Para posteriores ensayos, la decoraciéon fue

realizada con glutaraldehido.

CONCLUSIONES PARCIALES

Se logro la decoracion de las NPs hibridas oro/Alb con el péptido BD, mediante
dos estrategias diferentes. La estrategia elegida es la que involucra la inmovilizacion
del péptido sobre las NPs irradiadas y purificadas, ya que nos permitio obtener
nanoestructuras con un diametro hidrodindmico promedio de 100 nm, siendo estables
en el tiempo y sin presentar agregacion.

Se confirmd la activacion del péptido y la union del mismo a las NPs por técnicas
de espectrometria de masas. Sin embargo, la cuantificacion mediante ICP-AES,

determino alrededor de 60 nmoles de BD por nmol de NPs. Dada esta baja carga de
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péptido, se procedié a realizar la conjugacién del mismo a las NPs por el agente de
entrecruzamiento glutaraldehido. Las NPs preparadas de esta forma, presentaron
alrededor de 2.000 BD por NPs, determinado mediante TXRF.

Esta ultima técnica, fue la elegida para la cuantificacion del DOTA (y, por lo tanto,
del péptido), debido a su alta sensibilidad y el poco volumen de muestra requerido

para la determinacion.
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CAPITULO VI. INTERACCION DE NANOPARTICULAS CON CELULAS

Conocer la forma de interaccion de las NPs con las células es de suma
importancia para comprender y desarrollar nanosistemas con potencial uso en
nanomedicina. En este contexto, es objetivo de este capitulo estudiar la interaccion y
captacion de las NPs hibridas en presencia o ausencia del péptido sintético BD en la
superficie de las mismas. Los resultados seran comparados con los obtenidos para las
NPs recubiertas con una monocapa de Alb por adsorcién fisica de las proteinas sobre
la superficie de las Au-NPs.

Los ensayos de interaccion in vitro se realizaran con dos lineas células tumorales

y con un aislamiento de monocitos y linfocitos de sangre periférica humana.

MATERIALES Y METODOS

Las NPs preparadas en los capitulos previos fueron marcadas con los croméforos
Bodipy FL NHS éster 502/508 y Bodipy NHS éster 630/650 (Invitrogen, ThermoFisher).

La linea celular PC-3 fue donada gentilmente por el Laboratorio de Inflamacion y
Cancer, FCEyN (UBA).

Cultivo celular

Células PC-3 fueron incubadas en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
10 % SFB (Internegocios) y 1 % de penicilina/estreptomicina (Gibco) a 37 °C y 5 %
CO,, hasta un 70-80 % de confluencia. Posteriormente, se sembraron placas de 24
pocillos con una densidad de 1,5x10° células/pocillo que se incubaron en medio fresco

ON antes de realizar el tratamiento con las NPs.

Aislamiento in vitro de células mononucleares de sangre periférica humana

Se extrajeron 15 ml de sangre de una donante por puncidon venosa que
inmediatamente fueron colocados en un tubo de 50 ml con 50 U/ml de heparina. Esta
muestra se diluy6 al medio con PBS, pH 7,4.

En un tubo de 15 ml, se colocaron 3 ml de Ficoll Paque PLUS (GE Healthcare) y
se agregaron 12 ml de la muestra de sangre diluida (relacion 1:3). En este paso, se
forman dos fases por lo que se evitd el mezclado de las mismas. Posteriormente, se
procedié a la centrifugacion en frio a 400 g por 30 min. Las células mononucleares

fueron recuperadas y lavadas con PBS dos veces, centrifugando a 250 g por 10 min
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entre cada lavado para eliminar los restos de Ficoll. El pellet celular resultante se
resuspendié en 1 ml de medio RPMI 1640 sin SFB, mezclando hasta homogeneizar.
Una alicuota se us6 para hacer recuento de células viables con camara Newbauer y
Azul Tripan.

Finalmente, las células (1,5x10° células/tubo) fueron colocadas en tubos con
medio fresco suplementado con 10 % de SFB e incubadas por 4 h en estufa a 37 °C y
5 % CO.. Este cultivo luego fue tratado con las NPs como se describe a continuacion.

Estudios de interaccibn mediante citometria de flujo

La incubacion de las células PC-3 y mononucleares con las NPs se llevé a cabo
en el medio fresco RPMI 1640 con 10 % SFB y 0,5 mg/ml de HSA. Se estudiaron los
tiempos 1, 2 y 4 h, mientras que la concentracion final de NPs testeada fue 10 pM a 37
°C y 5 % de CO.. Pasado el tiempo de incubacion, las células PC-3 fueron lavadas 3
veces con PBS y tratadas con una solucién de Tripsina 0,25 %/EDTA 0,53 mM
(Gibco). Luego de la inactivacién de la enzima con PBS suplementado con 10 % SFB,
se procedio a centrifugar las células a 125 g por 5 min. El pellet celular resultante se
resuspendié en 250 ul de PBS. Para las células mononucleares el protocolo seguido
fue ligeramente diferente ya que después de los lavados, no se requirié el tratamiento
con Tripsina/EDTA ya que este cultivo se realizdé sin anclaje a soporte. Luego del
tercer lavado y centrifugado, el pellet celular resultante se resuspendio en 250 ul de
PBS.

Las NPs ensayadas fueron marcadas previamente con el croméforo Bodipy FL
NHS éster 502/508. Para ello, 100 pl de NPs se incubaron con 1 pl de una solucién en
DMF de Bodipy 2,5 mg/ml y 10 ul de buffer bicarbonato de sodio 0,8 M, pH 8,3. El
tiempo de reacciéon fue 4 h a temperatura ambiente en agitacibn constante.
Posteriormente, se agreg6 una solucion de hidroxilamina 1,5 M, pH 8,5 para detener la
reaccion y se dializaron las muestras para eliminar el Bodipy no unido a las NPs. La
didlisis se realiz6 en dos ciclos de 16 h cada uno en 500 ml de PBS, con intercambio
de buffer entre cada ciclo. Se utiliz6 una membrana de didlisis PES (MWCO 10.000

Da). La marca fue equivalente en las distintas NPs ensayadas.

Una vez tratadas las células con las NPs y realizados los lavados, se procedi6 a
analizar las muestras mediante el Citometro Becton Dickinson FACSCalibur. La
adquisicion de datos y los analisis se realizaron utilizando el software BD CellQuest
Pro. Se registraron 20.000 eventos por muestra, analizando para cada evento la

dispersioén directa, la dispersion lateral y la fluorescencia, registradas en el canal FL1



(filtro de paso de banda de 530/30 nm), correspondiente a FITC. Cabe destacar que

todas las condiciones ensayadas se realizaron por triplicado.

Para aproximar los mecanismos involucrados en la captacion de las BD-HNPs se
estudié su interaccion con las células a 5 y 37 °C. Para ello, se preincubaron las
células a la temperatura correspondiente 1 h antes del tratamiento con las NPs y

durante el mismo. El tiempo de incubacion ensayado fue 4 h.

Para el analisis estadistico de los resultados, todas las mediciones directas
realizadas fueron expresadas por su media geométrica (calculada para los 20.000
eventos registrados) + la desviacion estandar de la muestra, utilizada para describir la
precision del conjunto de datos. Dicho andlisis se realiz6 utilizando el software Graph
Pad Prism v6.0. Los ensayos de las nanoestructuras con recubrimiento monocapa
versus las multicapa a 37 °C, se analizaron mediante un ANOVA de dos vias seguido
por un post test de mdultiples comparaciones Sidak. En cambio, el estudio de la
interaccion de las BD-HNPs con las células a 5 °C y 37 °C, se realiz6 mediante test de

Student. Las diferencias se consideraron significativas s6lo cuando p < 0,05.

Andlisis de interaccién por microscopia de contraste de fases

A partir de un cultivo de PC-3 al 70-80 % de confluencia, y de acuerdo al protocolo
de Tkachenko et al., se procedié a la siembra de 1x10° células/pocillo en una placa de
24 pocillos sobre vidrios para microscopia tratados con poli-Lisina para facilitar la
adhesion celular [Tkachenko, et al., 2004]. Luego de un crecimiento ON a 37 °Cy 5 %
COg, se procedio a la incubacion de las células con una concentracion de NPs de 1 pM
por 4 h en medio RPMI fresco complementado con 10 % SFB y 0,5 mg/ml HSA a 37
°C. Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces con PBS y tratadas con 4 %
paraformaldehido por 20 min a 37 °C. Finalmente, se removid parte del agente de
fijacion celular con un lavado con PBS y se colocaron las muestras en portaobjetos
para ser observadas en el microscopio.

Las muestras fueron observadas en un microscopio Optico Olympus I1X-71

(Olympus), en una magnificacion de 400 x.

Andlisis de interaccidn por microscopia laser confocal

Siguiendo el protocolo descripto anteriormente, las células PC-3 fueron tratadas
con una concentraciéon 10 pM de NPs por 4 h en medio RPMI fresco complementado
con 10 % SFB y 0,5 mg/ml HSA a 37 °C. Las NPs fueron marcadas con el croméforo
Bodipy NHS éster 630/650.
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Los nucleos celulares de la linea PC-3 fueron marcados con el cromoforo Syber
Green (Sigma-Aldrich). Las longitudes de onda de excitacion y emision para el Bodipy
son 625 nm y 640 nm; el Syber Green se excita a 497 nm y emite a 520 nm.

Adicionalmente, se estudid la interaccion de las NPs hibridas con la linea celular
NCI-H460 (cancer de pulmén de células no pequefias). Las mismas fueron incubadas
con 10 pM de NPs siguiendo los protocolos descriptos para la linea PC-3. Una vez
lavadas vy fijadas, los nucleos celulares fueron tefiidos con un croméforo azul para
luego ser visualizadas en el microscopio.

Este trabajo se realizd6 en colaboracion con el Dr. Juan Sebastian Yackisich
(Hampton University, Virginia, USA).

Mediante el uso del microscopio laser confocal Olympus FV300/BX61 se excitaron
las muestras con los laseres Blue Argon (488 nm) y Helio-Neén Rojo (633 nm). La
deteccién de fluorescencia se realizd con los filtros de emision pasa-banda 520/10 y
pasa-altos mayores de 660 nm, respectivamente. Por otra parte, se utilizd un objetivo
10x de aumento UPlan FI 10x/0,3 y un objetivo 60x PlanApo/1,4 de inmersién en
aceite. El software de andlisis de imagenes fue FluoView Olympus version 5.0. Cabe
destacar que por las combinaciones usadas de fluoréforos, se evité cualquier

posibilidad de superposiciéon de sefiales.

Las nanoestructuras estudiadas fueron: Albn/Au-NPs, BD-Albn/Au-NPs (ambas
con recubrimiento en forma de monocapa), HNPs y BD-HNPs (recubrimiento de Alb en
multicapa, obtenido por estabilizacién radio-inducida) para las células PC-3. Con la
linea NCI-H460, sélo se testearon las HNPs y BD-HNPs.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Como se describié en el Capitulo I, un desafio importante en la ciencia de los
materiales para nanomedicina es desarrollar enfoques que aseguren que, cuando se
administran in vivo, las NPs se direccionen hacia su sitio de accion u objetivo. En
general, este sitio estd compuesto por un conjunto de células que expresan una
molécula blanco. Sin embargo, en un ambiente bioldgico, las NPs son rdpidamente
recubiertas por proteinas séricas, que afectan su estructura y pueden tener
consecuencias importantes en la eficiencia terapéutica [Damalakiene, et al., 2013]. Por
esta razén en la actualidad se busca obtener NPs complejas, haciendo énfasis en el

estudio de su interaccion con las células blanco y con las proteinas séricas.



Hace unos afos se considera que el tamafio de NPs efectivo para ser usado en
terapia contra el cancer debe variar entre 10 y 100 nm. Se cree que una ventaja del
uso de estas nanoestructuras en cancer es que la vasculatura tumoral tiene una mayor
permeabilidad para las macromoléculas, ademéas de que esta reportada una escasa
funcionalidad del sistema linfatico en los medios circundantes al tumor. Segun esta
corriente, las NPs tienden a acumularse en los tumores y dan lugar al fendmeno
conocido como "Efecto de la permeabilidad y retencion mejoradas"”, también llamado
EPR [Kobayashi, et al., 2014]. Sin embargo, en la actualidad este fenébmeno genera
controversias en el mundo cientifico. Hay reportados estudios recientes que

contradicen este efecto [Van der Meel, et al., 2017].

A la hora de realizar el disefio de las NPs para uso en Nanomedicina, es
fundamental tener en cuenta las barreras bioldégicas a las que se expondran las
nanoestructuras in vivo. La entrada de NPs a las células, la acumulacion en érganos o
el cruce de estas barreras bioldgicas puede controlarse mediante un disefio correcto.
Tanto el tamafio, la carga, los distintos tipos de recubrimientos o ligandos expuestos
en la superficie, asi como también la interaccion de estas nanoestructuras con las
proteinas séricas, son caracteristicas importantes a tener en cuenta durante el disefio
de las mismas [Polo, et al.,, 2017; Verma and Stellacci, 2010]. Esto es relevante ya
que, como se menciond en el Capitulo I, la mayor limitacién en la aplicacion de las
NPs en terapia y diagnostico es producto de la incapacidad de controlar el transporte
de las mismas dentro del cuerpo humano [Wilhelm, et al., 2016].

Al entrar en contacto las NPs con el medio bilégico, se forma una corona de
proteinas séricas sobre su superficie. La composicion de esta corona proteica esta
fuertemente correlacionada con el tamafo, la composicion y forma de las NPs. Los
cientificos encontraron la manera de modular esta interaccion mediante la quimica de
superficie de las NPs. Una vez mas, el disefio de las nanoestructuras adquiere
relevancia. En este sentido, diferentes tipos de recubrimientos fueron planteados para
contrarrestar lo mayor posible los efectos de la corona proteica. Para ello, resulta de
suma importancia comprender como esta formada esta corona y como podria afectar
la interaccion de las NPs con las células blanco [Cedervall, et al., 2007].

Tal es la importancia del efecto corona, que consideramos fundamental el estudio
de la interaccion de las NPs en un entorno similar al bioldgico y es por esta razén, que
los ensayos posteriormente descriptos fueron realizados en medios de -cultivo

celulares suplementados con suero fetal bovino y albumina sérica humana.

Siguiendo la corriente de preparacion de nanosistemas complejos, con una

sumatoria de caracteristicas que los convierta en herramientas de Nanomedicina, se
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propone a las NPs hibridas decoradas con Bombesina-DOTA para aplicaciones
terandsticas. Estas NPs, compuestas por oro/Albumina, tienen caracteristicas que las
convierten en una plataforma multifuncional con respecto a las NPs preparadas por
adsorcion fisica de proteinas o péptidos en forma de monocapa. Estas ultimas NPs, en
general basan su recubrimiento en la alta afinidad tiol/Au. Si bien el recubrimiento con
proteinas es una solucién para mejorar la estabilidad de las Au-NPs, es importante
destacar que la mayoria de las proteinas pierden parcialmente su conformacién nativa
cuando interactuan con la superficie altamente estructurada de las NPs [Tsai, et al.,
2011]. Ademas, esta unién que posee una constante en el rango milimolar, se disocia
facilmente dando lugar a un intercambio con otras proteinas presentes en un medio
complejo [Brewer, et al., 2005; Lee, et al., 2015]. Esto representa una desventaja
cuando las NPs son recubiertas con sefiales de direccionamiento ya que lo mas

probable es que ocurra la pérdida de dicha sefial.

En cambio, las HNPs estan compuestas por un nucleo metalico recubierto por Alb
estabilizada, que conserva en su mayoria su estructura monomeérica (Capitulos 11y 1V).
La dispersion optica de las Au-NPs se puede aprovechar para detectarlas con una
variedad de métodos de microscopia [El-Sayed, et al., 2005]. Las Au-NPs absorben
fuertemente los rayos X y, por lo tanto, se pueden usar como agentes de contraste
para las técnicas de imagen basadas en rayos X y, como adyuvantes en radioterapia
[Galper, et al., 2012; Liu, et al., 2010]. Ademas, las Au-NPs pueden transformar la luz
absorbida en calor, lo que resulta en un aumento de la temperatura localizada, que se
puede usar para proporcionar contraste para imagenes fotoacusticas o para terapia
fototérmica [Mieszawska, et al., 2013].

Por otro lado, la Albumina constituye aproximadamente el 50 % de las proteinas
presentes en el plasma de individuos sanos. Es una proteina multifuncional que puede
unirse y transportar numerosos compuestos enddégenos y exogenos. El desarrollo de
sistemas portadores de drogas en base a Albumina adquiere cada vez mas relevancia
en la terapia contra el cancer, particularmente como resultado de la aprobacién en el
mercado de las NPs de Albumina cargadas con Paclitaxel (Abraxane®) [Merlot, et al.,
2014]. Actualmente, hay un gran interés en el estudio de los receptores celulares de
Albumina, para comprender los mecanismos y vias responsables de su captacion,
distribucion y catabolismo en mdltiples tejidos [Sand, et al., 2015].

La retencion de Albumina en los tumores se ha observado experimentalmente en
varios tumores solidos a partir de estudios con esta proteina sérica radiomarcada
[Peterson and Appelgren, 1973; Sinn, et al., 1990; Andersson, et al., 1991; Schilling, et
al., 1992; Stehle, et al., 1997; Wunder, et al., 1997]. Ademas, varios estudios han



propuesto que los tumores son un sitio de catabolismo de Albumina [Andersson, et al.,
1991; Schilling, et al., 1992; Stehle, et al., 1997]. Por lo tanto, se cree que éstos la
utilizan como fuente de energia, al descomponerla en sus aminoacidos constituyentes
dentro de los lisosomas. Posteriormente, las células cancerigenas utilizan estos
amino&cidos para su crecimiento acelerado [Stehle, et al., 1997]. De esta manera, la
presencia de esta proteina en el nanosistema desarrollado, cumpliria mas de una
funcion.

Como se describio en el Capitulo V, la decoracion de las HNPs con el péptido
Bombesina-DOTA, completa la preparacion del nanosistema, gracias a la posibilidad
de brindar un direccionamiento hacia células tumorales con sobreexpresion de GRPry
la capacidad de radiomarcar el grupo DOTA con radiois6topos de interés teranéstico.

Todas estas caracteristicas convierten a las NPs hibridas en un nanosistema con

potencial uso terandstico, como se detalla en la Fig. 6.1.

. ] PEPTIDO BD
NUCLEO METALICO direccionamiento por
Permite la sensibilizacién de interaccién con receptores

células y facilita su estudio GRP y capacidad de
por la sefial LSPR radiomarcado del grupo
DOTA (terapia y/o

diagndstico)

MARCACION CON / LSS RECUBRIMIENTO DE ALB
CROMOFOROS _ESTABIL_I;ADA confle_:re
BD-HNPs biocompatibilidad, permite la

permite realiza técnicas de
estudio de interaccion
(Microscopia confocal,
Citometria de flujo)

quimica del marcado
multiple y el catabolismo
biolégico

Fig. 6.1 — Descripcion de BD-HNPs.

A continuacion, se estudiara la interaccién de distintos tipos de células con las
HNPs con y sin BD, intentando hacer una aproximacion de los mecanismos de

internalizacion involucrados en la captacion celular.

Estudio de interaccion en células PC-3 mediante citometria de flujo

Para el estudio de interaccion de las NPs con las células PC-3, las diferentes NPs,
decoradas y sin decorar, fueron marcadas con el croméforo Bodipy FL NHS éster

502/508. El grado de marcacion fue equivalente en las diferentes NPs.
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La linea celular PC-3 proviene de un adulto masculino de 62 afios, con un
adenocarcinoma de grado IV. Son células de tejido prostético, que crecen de manera
adherente en forma de monocapa celular y tienen una morfologia epitelial. Es utilizada
como modelo en el estudio de nanomedicinas en base a BN/GRPr. Esto se debe a que
esta demostrado que varios modelos de cancer de préstata responden a la BN y sus
antagonistas. La proliferacion de las células PC-3 puede ser estimulada por estos
péptidos gracias a la sobreexpresion de los GRPr [Reile, et al., 1994]. Sin embargo,
esta Ultima caracteristica convierte a los péptidos analogos a BN en una herramienta
para el direccionamiento de nanosistemas. Una concentracion superficial o
suficientemente baja del péptido en una NPs como para poder interaccionar con los
GRPr sobreexpresados representa una ventaja en el disefio de nanosistemas. En este
sentido, Van de Wiele et al. reportd una Unica clase de sitios de unién con alta afinidad
para Bombesina en PC-3 (K4 2,5 nM) [Van de Wiele, et al., 2000]. Considerando que
una NP interacciona con una decena de receptores de membrana, una cantidad de

NPs/célula saturante del sistema estara en el orden los 102-10° NPs.

En la Fig. 6.2, se pueden observar los gréficos correspondientes a los resultados
obtenidos para las NPs monocapa (Albm/Au-NPs y BD-Albn/Au-NPs) y las NPs
hibridas multicapa (HNPs y BD-HNPs) con la linea celular PC-3.

Se observdé una minima interaccion para las Albn/Au-NPs (Fig. 6.2(A)). Sin
embargo, al decorarlas con BD (Fig. 6.2(B)), estas NPs si mostraron una mayor
interaccion en comparacion, que alcanza el maximo a las 4 h, aunque es minima la
diferencia observada entre 2 y 4 h. Este aumento de la intensidad de fluorescencia
registrado puede deberse a la presencia de BD superficial ya que es la Unica
diferencia entre la construccion de las dos NPs control.

La Fig. 6.2(C) corresponde al tratamiento de estas células con las HNPs con y sin
péptido. Las HNPs se comportaron de manera similar que las nanoestructuras con
recubrimiento en monocapa. No se observaron diferencias en la interaccién con el
tiempo, ya que a 1y a 4 h se registr6 la misma intensidad de fluorescencia.

En cambio, las BD-HNPs, registraron la mayor interaccion con respecto a todas
las nanoestructuras ensayadas. Esto se observd como un mayor corrimiento hacia
valores de fluorescencia mayores. Esta interaccion se le adjudica a la presencia de BD
en la superficie de las HNPs. A partir de la Fig. 6.2(C) se determiné 4 h como tiempo

optimo de incubacion para obtener la mayor interaccion.
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Fig. 6.2 — Citometria de flujo de células PC-3 tratadas a 37°C con: (A) Albm/Au-NPs a 1 h (verde), 2 h
(celeste), 4 h (fucsia); (B) BD-Albm/Au-NPs a 1 h (verde), 2 h (celeste), 4 h (fucsia); (C) HNPsa 1 h
(verde), 4 h (celeste); BD-HNPs a 1 h (fucsia), 4h (naranja).

Mediante el analisis estadistico de las medias geométricas y sus desvios, se
busc6 confirmar si los resultados obtenidos por citometria demostraban diferencias
significativas en la interaccion de las células PC-3 con las distintas NPs ensayadas.
Sobre todo este analisis resulta importante para interpretar los resultados obtenidos
con las Albw/Au-NPs y HNPs, que mostraron interacciones similares.

En primer lugar, se compararon las cuatro nanoestructuras a los tiempos de
incubacién 1 h y 4 h. Para ello, se graficaron las medias geométricas frente al tiempo.
En la Fig. 6.3, se observd que transcurrida 1 h de incubacion, las nanoestructuras que
mas interaccionaron fueron las BD-HNPs con una significancia < 0,0001. A este
tiempo, las Albn/Au-NPs presentaron una interaccion significativamente distinta que
las BD-HNPs (p =< 0,001). Sin embargo, no se encontr6 diferencia significativa entre las
NPs con recubrimiento en monocapa y las HNPs. Estas Ultimas nanoestructuras
tampoco presentaron una interaccion significativamente distinta con las BD-Albm/Au-
NPs.

Una vez transcurridas 4 h de incubaciéon, se observd un aumento minimo en la
interaccion de las BD-HNPs. Esta nanoestructura aun continud registrando la mayor
interaccion encontrada, con una significancia < 0,0001. A dicho tiempo de incubacion,

las BD-Albm/Au-NPs control presentaron un corrimiento hacia valores de fluorescencia
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mayores, que no se observo para las otras dos nanoestructuras probadas. Una vez
mas, el andlisis estadistico demostré que las NPs monocapa y las HNPs no fueron
significativamente diferentes a ese tiempo.

50
_ o Alb,,/Au-NPs

== 40 — — BD-Alb,/Au-NPs
8 @8 HNPs

R @8 BD-HNPs
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Fig. 6.3 — Andlisis estadistico de interaccion de los nanosistemas con las células PC-3. Media geométrica
en funcion del tiempo de incubacion (1 y 4 h) de las Albm/Au-NPs y HNPs, con y sin BD. Temperatura de
incubacién: 37 °C.

Cuando las NPs entran en contacto con las células su captacién puede ocurrir por
varios mecanismos, aunque se pretende que el ingreso sea a través de mecanismos
de endocitosis. En este caso, las NPs son encapsuladas en vesiculas que seran
transportadas a los compartimientos especializados de clasificacion intracelular. La
endocitosis se puede clasificar en varios tipos: fagocitosis, endocitosis mediada por
clatrina, endocitosis mediada por caveolina, endocitosis independiente de
clatrina/caveolina y macropinocitosis. Estos mecanismos, descriptos en profundidad en
el Capitulo I, son los responsables de la captacién activa de ligandos a las células, los
cuales requieren gasto de energia. En cambio, procesos como la difusion, ocurren sin
gasto de energia y sin la mediacion de receptores por o que no son mecanismos de

interaccion selectivos.

Con el fin de estudiar los posibles mecanismos de interaccion entre las células y
las NPs, se realiz6 la incubacién de las mismas con las nanoestructuras a 5 °C. Esta
reportado que a esta temperatura soélo se registran los mecanismos de internalizacién
pasivos, por lo que de haber una interaccion puede deberse a un proceso de
adsorcion superficial inespecifica o incorporacion por difusién [Damalakiene, et al.,

2013]. Por medio de la incubacion a baja temperatura, pueden inhibirse los



mecanismos de endocitosis y estudiar los mecanismos de captacién celular [Mironava,
et al., 2010].

En la Fig. 6.4, se puede observar la comparacion de la interaccién de las BD-
HNPs con las células PC-3 incubadas por 4 h a5 °Cy 37 °C. Se comprob6 que a 5 °C
la interaccién es menor con respecto a la observada incubando las células a 37 °C. La
diferencia entre las dos temperaturas de incubacion fue significativa (p < 0,0001). Este
resultado nos permite indica que existe una pequefia interaccion inespecifica. Sin
embargo, se observd que la interaccién a 37 °C es marcadamente mayor, por lo que
podemos concluir que predomina la captacién de las NPs por mecanismos activos
(dependiente de energia). Cabe destacar que todos los ensayos se realizaron en
presencia de 10 % SFB y el agregado de HSA a los medios de incubacién durante los
tratamientos con las NPs. Por esta razén, podemos afirmar que existe una interaccion

de las células tratadas con las NPs en condiciones similares a las bioldgicas (in vivo).
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Fig. 6.4 — Andlisis estadistico de resultados de Citometria para linea celular PC-3. Media geométrica en
funcién de la temperatura de incubacion (5 °C y 37 °C) de las BD-HNPs.

Estudio de interacciéon de NPs con células mononucleares humanas

La existencia de una conexion funcional entre el sistema nervioso y el sistema
inmune esta respaldada por la observacion de receptores de neuropéptidos en las
células de este ultimo sistema [Del Rio, et al., 1994]. Los linfocitos son células
reguladoras y efectoras importantes en la respuesta inmune, y la posible modulacion
de su proliferacion por los neuropéptidos de la familia de la Bombesina podria

representar una forma significativa de accion de estos neuropéptidos en el sistema
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inmunolégico. Sin embargo, que los linfocitos reconozcan estos péptidos podria
resultar una barrera para las nanomedicinas que contengan Bombesina o analogos a
este péptido.

En este contexto, se buscO estudiar la interaccion de las NPs con las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), monocitos y linfocitos. Para ello, se
realiz6 una extraccién de muestra de sangre de una donante sana con Ficoll-Paque
PLUS, como se detalla en la seccién “Materiales y métodos”. Los linfocitos son
recuperados de la interfaz entre el plasma y el Ficoll-Paque PLUS con otras particulas
de sedimentacion lenta (plaquetas y monocitos). Una vez recuperadas las células de la
interfase, se someten a pasos cortos de lavado con PBS con el fin de eliminar las
plaguetas, el reactivo de separacion y el plasma. De esta manera, se aislaron
monocitos y linfocitos humanos que fueron cultivados in vitro por 4 h antes de la
incubacioén con las NPs en medio fresco.

Finalmente, estas células fueron tratadas con 10 pM de NPs con y sin BD. Los
tiempos de incubacion ensayados fueron 30 min, 1 h,2hy 4 h,a37°Cy5 % CO.. En

la Fig. 6.5 se observan los resultados obtenidos.
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Fig. 6.5 — Citometria de flujo de linfocitos aislados incubados con: (A) Albm/Au-NPs a 4 h (gris) y BD-
Albm/Au-NPs a 0,5 h (verde), 1 h (fucsia) y 4 h (celeste); (B) HNPs a 4 h (gris) y BD-HNPs a 0,5 h (verde),
1 h (fucsia), 2 h (celeste) y 4 h (naranja). Temperatura de incubacion: 37 °C.

La Fig. 6.5(A) corresponde a las PBMC incubadas con las NPs con recubrimiento
en forma de monocapa. Las NPs sin péptido mostraron una interaccion menor (curva
gris) similar a la obtenida con la linea celular PC-3. En el tratamiento con las BD-
Albn/Au-NPs, se observo un corrimiento de las curvas hacia mayor fluorescencia. Con
respecto al tiempo, se probaron incubaciones de 0,5, 1 y 4 h. Se observo que a mayor
tiempo de incubacion, mayor fue el ndmero de células detectadas con igual
fluorescencia. A 4 h, se detect6 la mayor interaccion. Sin embargo, al comparar estos

resultados con los obtenidos para el mismo tratamiento en la linea celular PC-3, se
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encontré6 que los valores de interaccién son similares (ver Fig. 6.2(B)). Es mas,
transcurridas 4 h de incubacion de las PBMC con las BD-Albn/Au-NPs, se observa
igual interaccion que la obtenida tras 1 h de incubacion de estas NPs con las células
PC-3 (con sobreexpresion de GRPr).

La Fig. 6.5, corresponde al tratamiento de las PBMC con las HNPs sin péptido
(curva gris) y con BD (demas curvas). Se encontro que la interaccion de las HNPs es
similar que las NPs monocapa sin péptido. Cuando estas células fueron incubadas con
las BD-HNPs, hubo un corrimiento de la sefial hacia valores de fluorescencia mayores.
Sin embargo, los valores de intensidad son menores a los encontrados al incubar

estas NPs con células con sobreexpresion de GRPr (ver Fig. 6.2(C)).

Estos resultados demuestran que si bien hay una interaccién de los nanosistemas
probados con los linfocitos y monocitos, esta interaccién es baja en comparacion a la
gque presentan estas NPs con células con sobreexpresion del GRPr. Esta interaccion
podria ser regulada mediante la carga superficial de la sefal de direccionamiento (BD
en este caso).

Andlisis de interaccidn mediante microscopia de contraste de fases

Se realiz6 un experimento preliminar para observar la captacion de NPs en células
PC-3. Para ello, éstas fueron incubadas por 4 h a 37 °C con una concentracién 1 pM
de las NPs control (Albn/Au-NPs y BD-Alb/Au-NPs) y las NPs hibridas (HNPs y BD-
HNPs). Después de enjuagar el exceso de NPs, las células se fijaron y visualizaron en

un microscopio de contraste de fase.

En la Fig. 6.6, se observan las imagenes obtenidas. Las BD-Albn/Au-NPs
muestran grupos de NPs cerca de la membrana celular (puntos negros sefialados en
imagen Fig. 6.6(B)). Sin embargo, las BD-HNPs, muestran la localizacion de las NPs
en el citoplasma. Ademas, las células tratadas con NPs sin péptido BD, muestran una
menor absorcion de células para las HNPs en comparacion con Albm/Au-NPs. Cabe
destacar que este ensayo se realiz6 con una concentracion 10 veces menor de NPs

respecto de los estudios realizados por citometria para la misma linea celular.
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Fig. 6.6 — Imagenes obtenidas por microscopia de contraste de fases de células PC-3 tratadas con 1 pM
de Albm/Au-NPs (A), BD-Albm/Au-NPs (B), HNPs (C) y BD-HNPs (D).

Andlisis de interaccidn mediante imagenes de microscopia laser confocal

Se utiliz6 el andlisis de imagenes de microscopia laser confocal con el fin de
determinar la forma de interaccion de las NPs con las células PC-3 tras 4 h de
incubacion. La concentracion de NPs ensayada fue 10 pM final por pocillo en medio de
cultivo RPMI suplementado con 10 % SFB y 0,5 mg/ml HSA. Para este ensayo, los
nanosistemas fueron marcados con el cromoéforo Bodipy NHS éster 630/650 y los
nacleos celulares con Syber Green, para evitar superposicion de las sefales de
fluorescencia.

En la Fig. 6.7(A), se observan los nucleos celulares marcados en color verde de
las células PC-3 (Fig. 6.7(A)) y de las células tratadas con Albn/Au-NPs (Fig. 6.7(B)) vy
BD-Albm/Au-NPs (Fig. 6.7(C)). Unicamente en la imagen de las células incubadas con
las NPs con péptido (Fig. 6.7(C)) se observo interaccion ya que aparece la coloracién
roja proveniente de la excitacion del croméforo que marca las nanoestructuras.
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Fig. 6.7 — Imagenes de microscopia laser confocal de linea celular PC-3 (magnificacion 10x) (A), y células
tratadas con: Albm/Au-NPs (magnificacion 60x) (B), y BD-Albm/Au-NPs (magnificacion 60x) (C).

En la Fig. 6.8, se observan las imagenes de microscopia correspondientes a la
incubacion de las células con las NPs multicapa con y sin péptido. En este caso, se
realizé el andlisis de los resultados a partir de las imagenes con dos magnificaciones
diferentes (10x y 60x).

La incubacion de las células con las HNPs (Fig. 6.8(A)), registré una mayor
intensidad de fluorescencia alrededor de los nucleos celulares comparado con las BD-
Alb/Au-NPs. En este caso, si bien en la magnificacion mayor (60x) casi todos los
nucleos celulares estan rodeados de NPs, al reducir la magnificacién se observa un
gran numero de células que no interactuaron con estas NPs (ausencia de color rojo).

Sin embargo, al analizar las imagenes para la incubacién con las NPs hibridas con
recubrimiento proteico del nacleo de Au-NPs en forma de multicapa con BD, se
observo, en ambas magnificaciones, la captacion mas alta registrada ya que casi la
totalidad de las células interactuaron con las NPs. Este resultado es coincidente con lo
obtenido por citometria de flujo. Ambas técnicas, evidenciaron que las BD-HNPs, son
el nanosistema que mejor interaccionan con las células PC-3 en condiciones similares
a las biologicas (medio de cultivo con alta concentracion de proteinas séricas).

En un intento de determinar la captacion por mecanismos que no requieren
energia mediante microscopia, se incubaron las células con las NPs a 5 °C sobre
portaobjetos. Lamentablemente, las células no resistieron el tratamiento,
despegandose del soporte y perdiéndose en los pasos de lavado.
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Fig. 6.8 — Imagenes de microscopia laser confocal de células PC-3 tratadas con:
HNPs (A) y BD-HNPs (B).

Se considera que muchos tipos de células tumorales estan bajo el control de
factores de crecimiento especificos y neuropéptidos que actldan por mecanismos
endocrinos o0 autocrinos/paracrinos para estimular su proliferacion y disminuir la
apoptosis [Schally, et al., 2001]. Cuttitta et al. describi6 que los péptidos BN y GRP
pueden actuar como factores de crecimiento autocrino para células pequefias de
cancer de pulmon (SCLC) [Cuttitta, et al., 1985]. Un tiempo después, se demostré que
estos péptidos estimulan también la proliferacion celular de otras neoplasias, como el
cancer de mama y de células no pequefas de cancer de pulmén (NSCLC) [Siegfried,
et al., 1999; Schally, et al., 2001]. Esta reportado que varios subtipos de receptores
para Bombesina estan presentes en lineas celulares de NSCLC, como las NCI-H460
[Siegfried, et al., 1997; Siegfried, et al., 1999]. Esto hace a estas células un buen
modelo para el estudio de captacion de las NPs decoradas con BD. Lamentablemente,
las NSCLC poseen diversos mecanismos celulares que conducen a la supervivencia y
la quimiorresistencia, por lo cual las quimioterapias modernas tienen una baja tasa de
eficacia para el tratamiento de este tipo de cancer [Hohla, et al., 2007].



Como se menciono, la linea celular NCI-H460 es una linea tumoral inmortalizada
proveniente de células NSCLC. Estas fueron utilizadas como modelo de estudio de
interaccion con las NPs hibridas a través de una colaboracion establecida con el Dr.
J.S. Yackisich (Hampton University, USA). Para ello, 10 pM de NPs hibridas en medio
de cultivo completo fueron utilizadas para el ensayo, con un tiempo de incubacion de 4
h a 37 °C. Luego, las células fueron lavadas y fijadas para su posterior analisis por
microscopia laser confocal.

En la Fig. 6.9, se observan los resultados del tratamiento con las HNPs (Fig.
6.9(A)) y BD-HNPs (Fig. 6.9(B)). En este ensayo, los nlcleos celulares se observan en
azul y las NPs fueron marcadas con Bodipy 630/650, por lo que se observan en rojo.
En la imagen correspondiente a la incubacién con las HNPs sin péptido no se observé
captacion de NPs por las células (ausencia de sefal roja en Fig 6.9(A)). En cambio, en
las células tratadas con las BD-HNPs, se observé la presencia de NPs alrededor del
nacleo (Fig. 6.9(B)). Es importante aclarar que estas células presentaron un grado de
deshidratacién notable a la hora de realizar la toma de imagenes (como puede
observarse en las figuras). De todos modos, la interaccién pudo ser estudiada igual ya

que las diferencias entre las células tratadas con HNPs y BD-HNPs fue significativa.

HNPs "2 BD-HNPs ;5@

Fig. 6.9 — Microscopia laser confocal. Células NCI-H460 tratadas con:
HNPs (A) y BD-HNPs (B), (magnificacion 60x).

En resumen, las células NCI-H460 interactuaron Unicamente con las NPs
decoradas con el péptido BD como pudo observarse a partir de imagenes de distintas

zonas del cultivo. Esta interaccién puede estar mediada por la presencia de los GRPr
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en las membranas celulares y su afinidad por el péptido BD presente en la superficie

de las HNPs, aln en presencia de suero en el medio de cultivo.

Es importante destacar que actualmente, se estan realizando ensayos de
radiomarcacion por quelacion al grupo DOTA con Lutecio-177, por medio de una
colaboracion con la Dra. U. Karczmarczyk (Radioisotope Centre Polatom, Polonia).
Posteriormente, estas NPs se utilizaran para realizar ensayos de biodistribucién en

ratones.

CONCLUSIONES PARCIALES

Se estudié la interaccién de las NPs con tres cultivos celulares. Las lineas
celulares tumorales PC-3 y NCI-H60, evidenciaron una mayor interaccion/captacion de
las NPs hibridas decoradas con el péptido sintético BD (BD-HNPs).

En el caso de las PC-3, se incubaron con las NPs con recubrimiento proteico en
forma de monocapa y las NPs hibridas, con y sin BD. A partir de los resultados
obtenidos se puede concluir que las NPs hibridas decoradas con BD (BD-HNPSs) son
las que presentaron mayor captacion en las células gracias a la presencia del péptido
Yy, su interaccion con los GRPr sobreexpresados en dichas células. Esta afirmacion fue
comprobada por las técnicas citometria de flujo y microscopia laser confocal.

Ademas, se registré6 una interaccién basal de las otras tres nanoestructuras
ensayadas con esta linea celular, que no presentaron diferencias significativas entre
si. Estos resultados pueden correlacionarse con la interaccion que tiene lugar con las
células al incubarlas a 5 °C. A esa temperatura, solo estdn activos los mecanismos
pasivos de ingreso a las células. Al incubar las BD-NPs con las mismas, se observé
una interaccion significativamente menor que la captacion a 37 °C.

Resulta importante aclarar que la interaccién se estudié con una concentracién de
NPs del orden pM (1 a 10 pM), en condiciones no saturantes de cantidad de NPs
respecto de los GRPr, de 100 a 1.000 NP/célula. Considerando que la bombesina
tiene una constante de disociacion del orden de 1-10 nM para el GRPr y que la
concentracion de NPs utilizada en los experimentos es en el orden de 1 a 10 pM, es
posible especular que la avidez de las NPs con BD es, al menos, tres érdenes de

magnitud mas alta que la del péptido libre (a 37 °C).

Las linea celular NCI-H460 fue utilizada para estudiar la interaccion ya que
también tiene sobreexpresion GRPr. Estas células solo evidenciaron captacion de las

BD-HNPs. En ausencia del péptido sintético no se observé interaccion alguna.



Podemos concluir que la presencia del mismo en este caso es crucial para el ingreso

de las nanoestructuras a dichas células.

Adicionalmente, se estudié la interaccion de los nanosistemas con las células
mononucleares aisladas de sangre periférica humana (linfocitos y monocitos). En este
caso, se observd una interaccion comparable con la que presentan las Albm/Au-NPs y
HNPs sin BD con las células PC-3. Dicha interaccion, en el caso de las NPs decoradas
con BD, puede explicarse por la presencia de receptores GRP en la membrana de los
linfocitos.

Cabe destacar que todos los ensayos fueron realizados en presencia de medio de
cultivo suplementado con 10 % SFB y 0,5 mg/ml HSA, por lo que de existir un efecto

corona sobre las NPs, el mismo no impidié la interaccion de estas con las células.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES FINALES

En el plan de trabajo se propuso la preparacion de NPs proteicas, obtenidas
mediante radiacion ionizante para aplicaciones terandsticas.

Se prepararon NPs de Albumina obtenidas mediante un procedimiento en dos
pasos que involucra la agregacion proteica en una solucién etandlica y la
estabilizacién de la nanoestructura por entrecruzamiento radio-inducido (irradiacion
con rayos gamma Yy con haz de electrones). Se encontr6 que diferentes
concentraciones de etanol permiten obtener particulas de diferentes tamafios que
pueden ser interconvertidas dinamicamente. Sin embargo, después de la irradiacion
de las muestras, se produce un proceso irreversible de agregacion. Se encontré que
una alta concentracion de Alb (30 mg/ml) en presencia de etanol frio 35 %vl/v
constituyen las condiciones Optimas de preparacion de las nanoestructuras al ser
irradiadas con una dosis minima de 2 kGy con haz de electrones o 10 kGy con rayos
gamma.

Estas Alb-NPs fueron extensamente caracterizadas. No se encontraron cambios
de importancia en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas que forman las
nanoestructuras, por lo que se puede concluir que se conserva mayoritariamente la
conformacion nativa de las mismas.

La preparacion de NPs de proteina por entrecruzamiento radio-inducido es un
proceso complejo de reacciones radicalarias. La presencia de concentraciones
similares de etanol y agua en el disolvente, en ausencia de oxigeno, genera
principalmente radicales HER con una reactividad baja y selectiva. Sin embargo, es
esperable la presencia de eaq, como consecuencia de que el etanol no es un buen
secuestrador de estas especies radicalarias producidas por la radidlisis del agua.

Para el estudio de los radicales implicados en el entrecruzamiento de las Alb, se
irradiaron diferentes aminoacidos en condiciones idénticas a las utilizadas para la
preparacion de las Alb-NPs. Se encontré que aminodacidos tales como Phe, Tyr y Ala
muestran una reactividad muy baja; mientras que los aminoacidos que contienen
heterociclos como His y Trp estdn completamente modificados por las reacciones de
adicion de los radicales HER. Por otro lado, la presencia de una mayor abundancia de
His en la estructura de BSA, implica que este aminoacido tendra un papel
preponderante en el proceso de entrecruzamiento proteico. Adicionalmente, se ha
reportado que la gran cantidad de puentes disulfuro presentes en la Alb y su rol de
secuestradores de e, generan radicales tiil y pertiil. Ambos estarian involucrados en
este proceso de entrecruzamiento que explicaria la presencia de nuevos puentes

disulfuro. Sin embargo, no pueden descartarse la formacién de nuevas uniones tioéter
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y C-C en el entrecruzamiento intermolecular ni la formacion de otras recombinanciones

de radicales de C.

El entrecruzamiento radio-inducido también nos permitio obtener NPs hibridas
compuestas por un nucleo metalico de Au-NPs y un recubrimiento proteico en forma
de multicapa (estructura esférica tipo core/shell). Estas NPs fueron ampliamente
caracterizadas, sobre todo en base a la sefial de LSPR que evidencié un corrimiento
de 520 nm (Au-NPs) a 534 nm para las NPs hibridas producto de la modificacién
superficial con Alb. Las HNPs pudieron ser preparadas a partir de una alta
concentracion de las proteinas BSA (30 mg/ml), HSA (15 mg/ml) o una mezcla
BSA/HSA, en presencia de etanol frio 30 %v/v y una dosis de irradiacion con rayos
gamma de 10 kGy.

Se obtuvieron NPs con un diametro hidrodinAmico promedio de 78 nm que
presentaron bioreconocimiento entre Alb y el anticuerpo a-BSA, evidenciando la
conservacion de la estructura de las proteinas (al menos de las mas superficiales)
luego del entrecruzamiento radio-inducido. Adicionalmente, se encontré6 que la
purificacién de las NPs es un paso crucial luego de la preparacién de las mismas,
sobre todo para su posterior decoracion con el péptido.

Se logré la conjugaciéon del péptido sintético BD con las NPs hibridas oro/Alb,
mediante dos estrategias diferentes, siendo elegida la que involucré la inmovilizacién
del péptido sobre las NPs irradiadas y purificadas. Se obtuvieron de esta manera
nanosistemas con un diametro hidrodinamico promedio de 100 nm, estables en el
tiempo y sin presentar agregacion.

Se confirmd la activacion del péptido por reactivos de acoplamiento
heterobifuncionales y la unién del mismo a las NPs por técnicas de espectrometria de
masas. Sin embargo, la carga de BD superficial determinada fue demasiado baja. Por
esta razén, se procedié a realizar la conjugacién de BD a las NPs por el agente de
entrecruzamiento glutaraldehido. Las NPs preparadas de esta forma, presentaron

alrededor de 2.000 BD/NP segun la cuantificacion realizada por la técnica TXRF.

Finalmente, se estudi6é la interaccion de los nanosistemas preparados con tres
cultivos celulares. Las lineas celulares tumorales PC-3 y NCI-H60, evidenciaron una
mayor interaccion/captacion de las NPs hibridas decoradas con BD (BD-HNPSs).
Posiblemente, esto se debe a la sobreexpresion de los receptores GRP en estas
lineas celulares.

Como control de estos ensayos de interaccion se incubaron las células con las
nanoestructuras HNPs sin péptido y las NPs preparadas por recubrimiento de

monocapa proteica (preparadas sin etanol y no irradiadas) con y sin BD. Para las NPs



sin péptido se observo una interaccion basal, que no fue significativamente distinta
entre si. S6lo en el caso de las NPs monocapa decoradas con BD se observé una
interaccion mayor que, de todas formas, fue menor a la que presentaron las BD-HNPs
con las células PC-3.

En el estudio de las posibles vias de captacion de las NPs, se estudié la
interaccion a 5 °C, encontrando un ingreso similar al observado por las NPs sin
péptido a 37 °C. Puede estimarse que esa captacion es producto de mecanismos
pasivos.

Por otro lado, células mononucleares aisladas de sangre periférica, fueron
cultivadas e incubadas con las NPs. Se encontrd que la interaccién es comparable con
la que presentan las Albn/Au-NPs y HNPs sin BD con las células PC-3.

Cabe destacar que todos los ensayos se realizaron con una concentracion baja de
NPs (alrededor de 100 a 1.000 NPs/célula), en presencia de medio de cultivo
suplementado con 10 % SFB y 0,5 mg/ml HSA, tratando de simular las condiciones de

una condicién in vivo.

Para concluir, se obtuvo un nanosistema con potencial uso en diagnéstico por
imégenes y terapia dirigida hacia células tumorales que sobreexpresen el receptor

GRP y con la posibilidad de ser radiomarcadas a través del grupo DOTA.
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ANEXO

Preparacion de microparticulas

Muestras conteniendo 4 % de di(etilenglicol) dimetacrilato y 1 % de glicidil
metacrilato en propianato de etilo y libres de oxigeno, fueron irradiadas a una dosis 10
kGy (tasa de dosis 1 kGy/h) con rayos gamma, segun el protocolo descripto por Naka
y colaboradores [Naka, et al., 1991]. Las microparticulas resultantes, de 800 nm de

diametro, fueron purificadas por centrifugacién y secadas en estufa a 40 °C.

Posteriormente, 200 mg de microparticulas fueron derivarizadas con 10 ml de una
solucion de cisteamina 10 mg/ml, en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, durante ON en
agitacion constante y temperatura ambiente. Luego, las microparticulas fueron lavadas
y centrifugadas a 5000 rpm, por 5 min. Finalmente, fueron secadas en estufaa 40 °C y

guardadas hasta su utilizacion.
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