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Resumen

RESUMEN

Las nanoparticulas de oro presentan unas propiedades interesantes
como una alta biocompatibilidad, baja toxicidad y sobretodo, excelentes
propiedades oOpticas. Todas estas propiedades hacen que estos materiales
presenten un rango amplio de aplicaciones en diferentes areas de
investigacion: deteccidn de moléculas, diagndstico, imagen y tratamiento de

enfermedades, entre otras.

Para esas aplicaciones se dispone de dos elementos fundamentales. En
primer lugar, se pueden preparar nanoparticulas de oro de diversos tamafios
y formas, caracteristicas que tienen un impacto en sus propiedades opticas y
en su interaccion con biomoléculas y células. En segundo lugar, la
modificacion superficial de las nanoparticulas con biomoléculas permite
adaptarlas a la aplicacidn concreta. El objetivo principal de esta tesis doctoral
consiste en el disefio y la utilizacion de nanoparticulas de oro para

aplicaciones en diagnostico y terapia.

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de oro de dos formas diferentes: nanoesferas y nanoprismas
mediante la reduccion del &cido tetracloroaurico. Se realiz6 una optimizacion
de los métodos para la preparacion de los diferentes materiales que no
requieran el uso de sustancias toxicas, y su posterior recubrimiento con
polimeros de polietilenglicol (PEG). Los mejores candidatos se
funcionalizaron con un intercalante de ADN mediante el acoplamiento de

carbodiimida.

En segundo lugar, las nanoparticulas funcionalizadas con el
intercalante se probaron como amplificadores de la sefial de biosensores
opticos basados en la tecnologia de la Resonancia del Plasmén de Superficie
(SPR).



En tercer lugar, se estudiaron los sistemas de doxorrubicina unidos a
las nanoparticulas de oro como transportadores de farmacos. Se buscaron
materiales que presentaban una carga alta de farmaco y que la nanoparticula
de oro se dirija a la célula diana. Aqui se hizo hincapié en los problemas que
nos encontraremos en la biocaracterizacion del material debido a posibles
interferencias. Asimismo, se evalud la viabilidad celular de dichas
nanoparticulas usando dos modelos celulares, uno de ellos es un modelo

tumoral.

También, se mejoraron los métodos de purificacién de nanoprismas
para la eliminacion de otras formas que se producen durante la sintesis. Esta
metodologia mejord notablemente el rendimiento de los métodos actuales,
evitando el uso de aditivos toxicos. Se caracterizo este material y se comparo
sus propiedades con nanoprismas purificados por gel de electroforesis. Estos
materiales presentaban propiedades coloidales similares a los nanoprismas
purificados por gel de electroforesis. Finalmente, se determino el uso de estas

nanoparticulas como posible terapia fototérmica.

Finalmente, se abordd el uso de péptidos y peptidomiméticos como
agentes vectorizantes que lleven las nanoparticulas a una diana terapéutica
concreta. Inicialmente se iniciaron los estudios in vitro con nanoesferas para
evaluar los mejores péptidos y posteriormente se aplicé estd metodologia en
nanoprismas aprovechando la optimizacion de las condiciones que se han

llevado a cabo a lo largo del trabajo.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia

En el &mbito de la ciencia de los materiales, la nanotecnologia juega
un papel cada vez méas importante debido a las propiedades Unicas que los
nanomateriales poseen. Para considerar un material de tamafio “nano”, tiene
que presentar al menos una de sus dimensiones entre 1 y 100 nm. En los
materiales macroscopicos las propiedades fisicas son independientes del
tamario. Sin embargo, al tener los nanomateriales una alta cantidad de
atomos en su superficie, algunas de sus propiedades se ven afectadas por las
particularidades de la interfase entre la superficie y el medio adyacente.! En
consecuencia, la forma y el tamafio de los nanomateriales influye en sus
propiedades fisicoquimicas, incluyendo propiedades quimicas, eléctricas,
mecanicas, y opticas. De este modo, justificamos el interés considerable que

han atraido los nanomateriales.*

Las nanoparticulas se pueden dividir en tres grupos principales: liposomas,
poliméricas e inorganicas. A continuacion, haremos una breve descripcion

de algunos de los materiales mas importantes (Figura 1):

Nanoparticulas

Liposomas de silice
mesoporosas

Puntos Nanoparticulas  Nanoparticulas
cuanticos magnéticas de oro

Figura 1. Algunos tipos de nanoparticulas. Cada tipo de nanoparticula agrupa maltiples
subtipos.
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e Liposomas: son vesiculas esféricas (50-100 nm)® que consisten en una
0 dos bicapas de formadas por colesterol y fosfolipidos naturales o
sintéticos. La naturaleza anfifilica de los liposomas les permiten ser
usados como transportadores de farmacos: los compuestos hidréfobos
se incrustan en la doble capa lipidica, y los materiales hidréfilos se
retienen en el compartimento acuoso en el interior. Entre las multiples
ventajas de los liposomas destacamos su caracter biodegradable y la
liberacion prolongada del farmaco.®

e Nanoparticulas poliméricas: pueden ser sintetizadas a partir de
materiales naturales o sintéticos como mondmeros o polimeros
preformados generando un grupo amplio de estructuras vy
caracteristicas. Estas nanoparticulas se emplean para facilitar el
control preciso de las caracteristicas de la nanoparticula. Ademas,
suelen ser un buenos transportadores de farmacos porque las
nanoparticulas poliméricas pueden ser biocompatibles y tienen
parametros de formulacion simples y bien definidos.’

e Nanotubos de carbono: pertenecen a la familia de los fullerenos, y
estan formados por laminas de grafito coaxiales enrollado como un
cilindro. Estas estructuras pueden obtenerse como nanotubos
monopared (una lamina de grafito) o multipared (varias laminas de
grafito coaxiales). Los didmetros pueden variar entre 1,5 y 100 nm,
Estos materiales presentan excelentes propiedades eléctricas y son
conductores eficientes del calor. Debido a su naturaleza de
semiconductor, los nanotubos se utilizan a menudo en biosensores.
Los nanotubos se pueden solubilizar en agua mediante
funcionalizacion de la superficie. Encontramos ejemplos del uso de
estos materiales como transportadores de farmacos y en estructuras

para reparacion de tejidos.?®
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e Los puntos cuanticos o QDs son nanoparticulas fluorescentes basadas
en semiconductores (2-10 nm). Normalmente estdn formadas por
compuestos binarios de elementos de los grupos Il y VI del sistema
periodico (CdSe, CdTe, CdS, PbSe, ZnS 'y ZnSe) o Il y V (GaAs,
GaN, InP y InAs). Los QDs son fotoestables y mediante la
modificacion de su tamafio y composicion, se pueden ajustar su
espectro de emision y rendimiento cuantico. Estas caracteristicas
hacen a los QDs excelentes agentes de imagen y marcadores para
bioensayos.®

e Nanoparticulas de otros materiales inorganicos como el oro, oxido de
hierro y silice han sido preparadas y utilizadas en diferentes tamafos,
estructuras y geometrias. Cada tipo de estas nanoparticulas tienen
propiedades fisicas, eléctricas, magnéticas y Opticas Unicas debido a

las propiedades intrinsecas del material.

En esta tesis nos centraremos en el uso de nanoparticulas de oro por
sus interesantes propiedades y amplio rango de aplicaciones en diferentes
areas de investigacion. Entre estas destacamos la deteccion de moléculas®*?,

el diagnostico®4, la imagen 1% y el tratamiento.}’19

1.2 Nanoparticulas de oro

1.2.1 Breve introduccion histoérica

Las propiedades del oro son muy diferentes a otros elementos de su
mismo grupo de la tabla periodica. Puesto que se trata de un metal poco
abundante pero que se encuentra en estado elemental en la naturaleza, se le
denomina metal noble. Asimismo es considerado un simbolo de

inmortalidad en culturas ancestrales.?
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Las nanoparticulas de oro son sistemas coloidales (del griego, Kola,
adhesivo) en el que una sustancia forma nanoparticulas dispersas en el seno
de un medio.?! El primer ejemplo destacable de sistema coloidal de oro lo
encontramos en la copa de Licurgo que se remonta al siglo V d.C (Figura 2).
Si la copa se ilumina desde fuera, toma un color verde. Cuando se alumbra
desde dentro de ella, el color cambia a rojo, y solo el rey aparece de color
violeta. Se descubrié que este dicroismo se debe a la presencia de
nanoparticulas de Ag (66,2%), Au (31,2%) y Cu (2,6%), que presentan un

tamafio entre 20 y 40 nm.?

Figura 2. Copa de Licurgo.®

Para encontrar el primer ejemplo registrado de sintesis de
nanoparticulas de oro nos tenemos que remontar a 1857, cuando Faraday
preparé nanoparticulas de oro mediante la reduccion de una disolucién de
acido tetraclorodurico (HAuCl,) usando fosforo en sulfuro de carbono y
describié sus propiedades.?* Asimismo, Faraday demostrd que en sus
disoluciones coloidales el oro esta en estado metalico y que la gelatina y
otros compuestos moleculares tienen un efecto protector.

6
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1.2.2 Propiedades de las nanoparticulas de oro

Ademas de tener una alta proporcion de superficie con respecto al
volumen, las nanoparticulas de oro destacan por su excelente
biocompatibilidad, baja toxicidad y, sobre todo, por sus propiedades Opticas,
debidas al efecto de resonancia del plasmoén de superficie (SPR). El efecto
SPR se debe a la interaccidn de un campo electromagnético de luz incidente
con los electrones de la banda de conduccion de la superficie del metal, que
genera la oscilacion colectiva y coherente de los electrones de la superficie
(Figura 3). Las nanoparticulas son de menor tamafio que la longitud de onda
de la radiacién de excitacion lo que produce un plasmén localizado de
superficie y la extincion de radiacion electromagnética a ciertas longitudes
de onda de resonancia (LSPR). En las nanoparticulas de oro la posicion e
intensidad de las bandas LSPR dependen sobre todo de la forma y el tamafio
de la nanoparticula. Se pueden encontrar en el espectro visible como en el
caso de las nanoesferas (NSs), o en el espectro visible e infrarrojo cercano
(vis-NIR) para las nanoparticulas anisétropas (nanoprismas y nanobastones).
En el caso de las nanoesferas se observa una unica banda de LSPR al tratarse
de nanoparticulas isotropas (Figura 3, A-B). Por otro lado, las nanoparticulas
anisotropas presentan dos tipos de banda de absorcion: la banda de absorcion
de plasmén longitudinal (BAPL) y la banda de absorcion de plasmon
transversal (BAPT), correspondientes a dos modos de oscilacion de los
electrones, a lo largo de los ejes largo y corto para el caso de los

nanobastones (Figura 3, C-D).
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Figura 3. llustracién esquematica de la excitacion de la LSPR para las nanoesferas (A-B)
y para los nanobastones (C-D) donde se observa la presencia de la banda de absorcion de
plasmon longitudinal (BAPL) y la banda de absorcion de plasmon transversal (BAPT).
Esta adaptado de la ref 25.

Las dispersiones de NPs de oro esféricas en agua exhiben una gran
variedad de colores — marron, naranja, rojo y violeta — a medida que el
diametro del nicleo metalico aumenta de 1 a 100 nm (Figura 4). A partir de
10 nm, muestran una banda LSPR en el intervalo de 500 a 550 nm, cuya
posicion depende principalmente del tamafio.?® Aunque el tamarfio de la NP
esférica de oro es el factor mas importante, otros factores como el disolvente,
el recubrimiento, la carga de la nanoparticula, la temperatura del medio o la
proximidad a otras nanoparticulas también influyen en la posicion de la
banda LSPR. La agregacion de las nanoparticulas esféricas da como

resultado un cambio significativo al rojo de la frecuencia LSPR, un

8



Introduccion

ensanchamiento de la banda y, en consecuencia, un cambio del color de la

solucién de rojo a azul.

Figura 4. Suspension de nanoparticulas de oro de diferentes formas y tamafios que han
sido preparados a lo largo de la tesis doctoral. De izquierda a derecha: nanoclUster de 3
nm, nanoesferas de 14 nm, nanoprismas triangulares de 125 nm de lado, nanoprismas
triangulares de 205 nm de lado, nanocilindros de 45 nm x 19 nm y nanocilindros de 77
nm x 12 nm.

Una de las propiedades mas interesantes del LSPR es la conversion de
la energia del campo electromagnetico de la luz en calor debido a los
procesos de relajacion electron-electron y electrén-fotén.?” Esta rapida
conversion fototérmica puede utilizarse para calentar localmente el entorno
de la nanoparticula empleando una fuente de luz con una frecuencia que
solape con la absorcion LSPR de la nanoparticula.?® Esta propiedad se puede
aprovechar para usar las nanoparticulas en biosensores?® o en terapia®®-33, En
el Capitulo 5 y Capitulo 6 se aplicaran las nanoparticulas para posible terapia

fototérmica haciendo estudios in vitro.

1.2.3 Sintesis de nanoparticulas de oro

La preparacion de nanoparticulas de oro se puede afrontar desde dos
estrategias: top-down y bottom-up. En los procedimientos de top-down, se
parte del material en estado sélido y se rompe para generar NPs de

9
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dimensiones deseadas. Por ejemplo, el oro se puede irradiar con iones en
aire3* o mediante un arco eléctrico en agua.® En este caso, la formacion de
la nanoparticula esta controlada por una matriz o patrén. Sin embargo, el
control de la forma y tamafio de las nanoparticulas que se obtienen mediante
estos procedimientos es muy limitado. Por el contrario, la estrategia de
bottom-up, produce la formacion de la nanoparticula a partir de moléculas
que requieren una reduccion quimica o bioldgica. Los métodos de reduccion
implican dos pasos: nucleacién y crecimiento sucesivo. Cuando la
nucleacién y el crecimiento sucesivo se completan en el mismo proceso, se
denomina sintesis in situ. Este tipo de sintesis es la méas apropiada para la
preparacion de nanoparticulas isotropas como nanoesferas o cuasi-esferas.
Por otro lado, si los procesos de nucleacion y crecimiento ocurren en varias
etapas, se denomina crecimiento por semillas.® Esta metodologia es la mas
habitual en la preparacion de nanoparticulas de oro de tamafios y formas

diferentes a las esféricas.

Los métodos in situ més destacables son los de reduccién quimica. En
ellos se utilizan dos tipos de sustancias. El agente reductor — citrato de sodio
y borohidruro de sodio entre otros — proporciona electrones para reducir el
oro presente en sales a oro metalico. El agente estabilizante — tioles, aminas,
polimeros y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) entre otros — impiden
la agregacion de las nanoparticulas mediante la formacion de una capa
protectora sobre la superficie y asi las mantienen coloidalmente dispersas.
Algunas sustancias pueden actuar como agente reductor y estabilizante,
como es el caso del citrato en el método de Turkevich.®” En este método las
nanoparticulas de oro se preparan mediante la reduccion in situ de HAuCl,
con citrato. Para llevar a cabo esta reaccion se necesita temperatura de reflujo
y una agitacion vigorosa. Esta metodologia fue mejorada posteriormente por

Frens® para obtener tamafios de entre 10 y 150 nm de diametro mediante el
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control de la proporcion de oro y citrato sodico. Sin embargo, las

nanoparticulas mayores de 30 nm son siempre polidispersas.

El mecanismo de la reaccion de Turkevich ha sido estudiado
extensamente llegando a la conclusion de que el estabilizante real de las
nanoparticulas es la dicarboxiacetona que proviene de la oxidacion del
citrato. Se han realizado muchos cambios para mejorar la sintesis como
modificar el pH, controlar la temperatura de reaccion, irradiar con luz
fluorescente o utilizar ultrasonidos de alta potencia.® A pesar de ello, la baja
velocidad de la reduccion de Au(lll) con citrato hace que el método de
Turkevich-Frens no sea adecuado para la obtencion de clusteres de oro. La
adicion de borohidruro de sodio en el protocolo permite la produccién de
AUNP de 4 nm pero con una baja estabilidad coloidal.*® La utilizacion de
oxido de deuterio como disolvente en lugar de agua también permite obtener

AUNPs de menor tamafio al aumentar el poder reductor del citrato 4.

Otra sintesis destacada, es el método de Brust-Schiffrin, que permite
preparar in situ nanoclusters estabilizados con tiolatos.*? La sal de oro se
transfiere a una fase organica (tolueno) usando un agente de transferencia de
fase, el bromuro de tetraoctilamonio (TOAB). Posteriormente, la reduccion
se realiza con borohidruro sédico en presencia de un compuesto con el grupo
tiol como 1-dodecanotiol u otro alcanotiol. Las nanoparticulas se obtienen
con tamafios comprendidos entre 2 y 5 nm de diametro. Sin embargo, para
aplicaciones biomédicas tiene la desventaja de que se requiere el uso de
disolventes organicos y pasos posteriores para transferir las nanoparticulas a

agua.

La sintesis de las nanoparticulas no esféricas o anisétropas suele
requerir de métodos de crecimiento mediados por semillas, que suelen ser
facilitados por surfactantes tales como el CTAB, dodecilsulfato de sodio

(SDS) y polivinilpirrolidona (PVP). Esta metodologia se ha utilizado para
11
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preparar diferentes formas de nanoparticulas como nanobastones,*3#

bipiramides,* nanoprismas*®*’ y nanoparticulas pseudoesféricas.*®

La metodologia de semillas sigue dos pasos principales. Primero se
forman las semillas mediante la reduccidn del precursor de oro con un agente
reductor fuerte como el borohidruro de sodio. El objetivo que se consigue en
esta etapa es la formacidén de numerosos nucleos, uniformes en tamafio y
forma para facilitar que las nanoparticulas finales se obtengan con baja
polidispersidad. En la segunda etapa las semillas se afiaden a una disolucion
de sal de oro en presencia de un reductor mas débil como el acido ascorbico,
tiosulfato de sodio o tioles, para conseguir un mejor control del crecimiento.
Ademas, en la disolucidn estan presentes otros aditivos, como surfactantes y
haluros, que tienden a unirse a las caras cristalinas méas energéticas — {111}
< {110} < {100} — de manera que el crecimiento se produce en las caras

restantes. Se consigue asi selectividad de forma.

En la sintesis de nanobastones, el CTAB se une preferiblemente a la
cara {100}*° de las semillas y reduce el crecimiento por este lado. El
crecimiento de las particulas esta gobernado por la difusion de los atomos de
oro hacia la superficie. Asimismo, la monodispersidad y el tamafio de los
nanobastones dependen de otros parametros de la sintesis como la
temperatura, pH, y otros aditivos como la plata o el yodo. En el caso de los

atomos de plata, se depositan en las caras {110}.

Los haluros también influyen en el crecimiento en los métodos por
semillas. Se ha demostrado que afectan a la morfologia de las micelas que
forma el CTAB vy, en consecuencia, modifican la adsorcion a la superficie.
Con la adicion de una pequefia cantidad de anién yoduro en la disolucion de
crecimiento, se bloquean las caras {111} en comparacion con otras caras

cristalograficas. En consecuencia, el crecimiento de las nanoparticulas

12
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transcurre por los planos {100} y {110} y se forman nanoprismas

triangulares.®%>!

No obstante, la aplicacion de los nanoprismas de oro preparados por la
metodologia anteriormente expuesta tiene como desventaja el uso de
surfactantes como el CTAB. Aungue permiten controlar la formay el tamafio
de los nanomateriales, son dificiles de eliminar para una posterior
funcionalizacion. Ademas se ha descrito que el CTAB es toxico en
organismos Vivos.>? Aunque esta Ultima caracteristica no es relevante para
muchas aplicaciones, si que tiene relevancia si se quiere usar los AuNPrs en

contacto con tejidos vivos, por ejemplo en terapia.

Para preparar NPrs de oro sin utilizar CTAB generalmente se emplean
condiciones reductoras suaves en combinacion con un agente director de
forma que puede ser otro tensioactivo, polimeros sintéticos®°8 o naturales,
%9 cristales liquidos® o haluros de metales alcalinos.®® En estos métodos la
selectividad de forma es menor y se obtienen nanoesferas como subproducto.
La separacion de nanoprismas y nanoesferas es laboriosa y hasta ahora no se
han descrito métodos eficaces escalables para obtener nanoprismas puros.
Asi, nuestro grupo de investigacion desarrollo un método para la sintesis de
nanoprismas que evitaba el uso de CTAB.%! En este método, el precursor de
oro (HAuUCI,), se reduce con tiosulfato de sodio, que actua como reductor
suave. Ademas, se ha demostrado que el tiosulfato actua también como
agente director de la forma, facilitando el crecimiento de la nanoparticula
principalmente en la zona multimaclada y altamente facetada de la
estructura, que esta formada predominantemente por caras {110} y {100}.
En esta sintesis se producen nanoprismas totalmente biocompatibles, muy
adecuados tanto para aplicaciones en diagndstico como en terapia, pero seria
deseable desarrollar un método escalable para separar las nanoesferas de los

nanoprismas
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1.3 Quimica superficial
1.3.1 Recubrimiento de superficies de oro con tioles

La funcionalizacién de la superficie de las nanoparticulas de oro es
esencial para darles funcionalidad, estabilidad y biocompatibilidad. Tras la
sintesis de las nanoparticulas de oro, el nucleo suele estar recubierto con
moléculas que se encuentran unidas débilmente a las nanoparticulas por lo
que los cambios de las condiciones del medio como el pH o la fuerza ionica
pueden afectar a la estabilidad coloidal de las nanoparticulas. Por ello, la
modificacion de la superficie de las nanoparticulas con diferentes moléculas,

polimeros o biomoléculas cumple una serie de funciones:®

e Mantener las nanoparticulas dispersas, aunque se produzcan cambios
en las condiciones del medio como el pH o la fuerza ionica.

e Reducir la adherencia de biomoléculas en medio fisiologico.

e Aportar un grupo funcional sobre la superficie para una derivatizacion
posterior.

e Incrementar la solubilidad de la NP en diferentes disolventes para
ampliar sus posibles aplicaciones.

e Modificar las propiedades fisicoquimicas de la nanoparticula tales
como las propiedades electrénicas y opticas.

e Mejorar su capacidad de interaccion con moléculas diana para
aplicaciones en biosensores o tratamiento.

e Reducir la toxicidad de la nanoparticula y mejorar su

biodisponibilidad en aplicaciones in vitro o in vivo.

Cabe destacar que todas las aplicaciones que se utilizan en la tesis
requieren que las nanoparticulas sean solubles en agua, por lo que solo nos
centraremos en estos procesos. Dentro de los procesos mas importantes de

estabilizacion se encuentran: intercambio de ligando, recubrimiento y
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encapsulaciéon con polimeros. En el caso de las nanoparticulas de oro, el
intercambio juega un papel importante debido a la facilidad de retirar
moléculas débilmente unidas a la superficie de oro y recubrir la superficie
con un ligando para modificar las propiedades del material. La reaccion de
intercambio estard influenciada por la afinidad del ligando a la superficie, y

la abundancia relativa del ligando entrante y el ligando saliente.

La afinidad del ligando a la superficie de la nanoparticula se puede
explicar a través de la teoria de acido y base duro-blando, también conocida
como concepto acido-base de Pearson, que amplia el concepto de acido y
base de Lewis que fallaba en dar una escala definitiva y uniforme para medir
la fuerza relativa de acidos y bases. El caracter duro de un &cido o una base
se debe a que esten formados por atomos pequerios y poco polarizables. Por
el contrario, &tomos o0 grupos grandes y polarizables se asocian a un caracter
blando del acido o de la base. Tiolatos y &tomos de oro oxidados son bases
y acidos blandos respectivamente, por lo que son elementos perfectos para
interaccionar entre si. Por el contrario, bases duras como ligandos que
contengan oxigeno como los carboxilatos, muestran una baja afinidad por la
superficie blanda de las AuNPs, pero se unen fuertemente a superficies mas

duras como CdSe.!

Dentro de los grupos funcionales blandos que se pueden unir a la
superficie de oro se encuentran los tioles (-SH) y las fosfinas (PR3).®* Para
nanoparticulas de oro se suele trabajar con moléculas o polimeros que
contengan el grupo funcional tiol puesto que forma un enlace covalente con
los &tomos superficiales de la nanoparticula. Tioles simples pueden ser

intercambiados por tioles mas complejos.®®

Las interacciones de moléculas que contengan grupos tioles con
superficies de oro dan lugar a la formacion de monocapas autoensambladas

(SAM por sus siglas en inglés). El termino de autoensamblaje se define como
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la formacién espontanea de estructuras secundarias mas complejas que
reducen sus grados de libertad.®® Un ejemplo de autoensamblaje en la
naturaleza ocurre en la formacion de la membrana lipidica de las células. En
el caso de las SAM, son sistemas mas simples, lo que les confiere la
estabilidad y funcionalidad deseada a los materiales.®” El estudio de SAM
nos permite entender lo que ocurre en la interfase organica-inorganicay tener

un punto de partida para describir los ligandos unidos a nanomateriales.

Para los primeros estudios superficiales en metales, se estudiaron
alcanotioles para formar autoensamblados, variando el tamafio de la cadena
desde 1 hasta 20 carbonos durante los Gltimos 30 afios,®® centrandose estos
trabajos en sustratos de Au(111). Las razones por las que el oro se usa como
estandar en los estudios superficiales, ya fueron planteadas por el grupo de
Love®, quien afirma que el oro es la superficie mas estudiada histéricamente
(aungue en ciertas aplicaciones no suele ser el mejor sustrato) pues permite

formar buenos autoensamblados.

Con respecto a una superficie (111), los grupos tioles se colocan
siguiendo la estructura de monocapa V3 x Y3R30° con una cobertura de 1/3
con respecto a los sitios de la superficie de oro (111). Como resultado se

estima un &rea ocupada de 21,6 A% por molécula (Figura 5).7

\/3a= 4V3a '
i W \ ,,,,,,,
f\/ (,\,/
A \\ \ )

A

Figura 5. Disposicién V3 x Y3R30° de decanotioles en la superficie Au(111) cuando se
consigue el maximo recubrimiento (a= 2,88 A).5°
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1.3.2 Formacién de monocapas autoensambladas en nanocllster de oro

A diferencia de las superficies planas, los nanoclisters (NCs) o
nanoesferas (NSs) estdn rodeados de veértices y aristas, que facilitan la
coordinacion de un namero mayor de cadenas tioladas por la reduccion de
interacciones estéricas entre las cadenas (Figura 6, A). Como resultado,
AUNCs de 3 nm de diametro permiten tener una densidad superficial de
cadenas de ligando de 6 nm2, en comparacién a los 4,6 nm en una superficie
de Au(111).

Arista

Hexanotiol
/

2-Butanotiol

Figura 6. Modelo de nanocluster Aui4o con geometria octaédrica truncada (A). Imagenes
de las configuraciones en el equilibro de dodecanotiol pasivando Auis obtenidas
mediante simulaciones de dinamica molecular a 350 K (izquierda) y 200 K (derecha)(B).
Diagrama esquematico de un nanocluster de oro (Radio = Rnacleo) recubierto con
alcanotiolatos lineales y ramificados, y R es la distancia radial (C). Figuras traducidas de
ref 69.
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Como hemos visto en el apartado de sintesis, el uso de tioles como
estabilizantes en la sintesis limita el tamafio de los materiales obtenidos (<5
nm). Esto es consecuencia de los equilibrios dindmicos en la superficie del
material, la cantidad de surfactante en la superficie de la nanoparticula va a
depender de las velocidades de adsorcion y desorcion del surfactante. Los
ligandos que estén quimisorbidos a la superficie de la nanoparticula seran
menos propensos a procesos de desorcion que las especies unidas por
fisisorcion. Por ejemplo, los grupos tioles estan quimisorbidos a la superficie
de la nanoparticula, su desorcion serd mas lenta y estaremos obteniendo
nanoclisters con estos métodos. Por el contrario, la mayoria de los
surfactantes u otras moléculas pequefias se unen a la superficie a través de
interacciones no covalentes como enlaces de van der Waals o enlaces
i0nicos. Estas interacciones pueden afectar en el control cinético de la
nucleacién de las nanoparticulas y crecimiento. Este proceso dindmico

permite el control sobre el tamafio y la forma de los nanocristales.*

Cabe destacar que se considera que las nanoparticulas de oro mayores
a 8 nm pueden tener una estructura de octaedro truncado o cubooctaedro
dependiendo del numero de 4&tomos de oro. Estas formas presentan 8 caras
{111} y seis caras {100} (Figura 6, A).® Para simplificar los calculos, se
utilizaran modelos simples de superficie de estas nanoparticulas. En esta
tesis doctoral, se considera la forma de una esfera en el calculo de superficie

y volumen de nanoesferas y nanoclusters de oro.

La estabilizacion de la superficie de la nanoparticula estara
influenciada por varios factores como empaquetamiento, carga Yy
conformacion del polimero en la superficie. Estos factores dependeran de
tres regiones basicas del ligando: grupo principal unido a la nanoparticula, la

cadena principal, y el grupo terminal especifico (Figura 7). La densidad del
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ligando esta limitada por los grupos funcionales que pueden ocupar la

superficie.

oF GF G
X % § \(g Ca
< 222\ S ASS ®
) X
S \Y
N
anoparticula
Recubrimiento

Figura 7. Representacion de las tres regiones importantes del recubrimiento de la
nanoparticula: grupo funcional (GF) unido a la nanoparticula, region intramolecular y
grupo terminal

La segunda region es la porcion intramolecular entre ambos extremos
del polimero, esta regidn esta afectada por las fuerzas de van der Waals y
fuerzas hidrofobicas que, junto a los efectos estéricos, le proporcionan un
empaquetamiento eficiente a la monocapa y contribuyen a estabilizar la
nanoparticula. La estabilizacion es mayor si se aumenta la longitud de
cadena. Uno de los polimeros mas utilizados para la estabilizacion de
nanoparticulas es el polietilenglicol (PEG) que incrementa la solubilidad y
el tiempo de circulacién de las nanoparticulas en la sangre.”?> A consecuencia
de esto, se han motivado estudios tedricos y experimentales del
comportamiento del PEG unido en diferentes superficies.” Muchos autores
aceptan la teoria de Alexander y de Gennes,” que define dos modelos para
los polimeros unidos a una superficie. Si hay una baja densidad de
recubrimiento, las cadenas se comportan mas como cadenas aisladas en
disolucion, en consecuencia, forman un hemisferio, también conocido como

champifién cuyo tamafio viene dado por el radio de Flory (Figura 8).2 Por

2 Re=a-N*5 donde N es el grado de polimerizacion y o-es el tamafio del mondmero para el PEG o
=35A.
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otro lado, cuando existe una densidad alta de recubrimiento, el polimero se

configura en un sistema tipo cepillo.

Conformacion Conformacion
"champinon" "cepillo"
L
RF
( ] )
-€ -
D

Figura 8. Los polimeros sobre la superficie pueden presentar dos conformaciones
principalmente: champifion o cepillo.

Finalmente, se encuentra un grupo terminal en contacto con la
disolucion confiriéndole estabilidad mediante cargas positivas (amonio
cuaternario) o cargas negativas (carboxilo). Pequefios cambios en el grupo
terminal pueden ser suficientes para cambiar las propiedades fisicas y
quimicas de la capa.®®”™ Asimismo, este grupo permitirda generar
funcionalidad en la nanoparticula para unirla a diferentes moléculas o

biomoléculas a través de interacciones débiles o enlaces covalentes.®76

La fuerza efectiva de la uniéon del ligando a la superficie puede
aumentar significativamente debido al efecto de la quelacion, mediante el
uso de ligando que presente mas de un grupo que se una a la superficie.
Ejemplos de ligandos quelantes se encuentran en los que contienen
carboxilatos como la dopamina y ditioles como el acido lipoico.”” Por otro
lado, se ha demostrado que la hidrofobicidad de polimeros cerca al enlace
tiol mejora la estabilidad de la nanoparticula debido a un empaquetamiento
maés denso sobre la superficie. Estos factores pueden modificar, en ultima

instancia, la cantidad de proteinas que se unen a la nanoparticula.
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En el trabajo del grupo de Walkey (Figura 9) "® se estudidé por
dispersion dinamica de la luz (DLS) como cambia el volumen ocupado por
cadenas de PEG. Por un lado, se encontrd que la densidad del recubrimiento
crece al disminuir el tamafio del polimero. Por otro lado, el aumento de
curvatura de la nanoparticula frustra las interacciones entre las cadenas de
PEG y empeora el recubrimiento. Finalmente, los autores observaron que si
el recubrimiento con PEG no es eficaz, se une un mayor nimero de proteinas
a la superficie y las nanoparticulas son mas facilmente absorbidas por

macrdfagos.

Densidad del PEG (PEG/nm?)
<0,32 —> 032064 —> 064096 —> >0,96

Nn Nn ) Na A YAna
8SB o558

Exposilcién al
l b -3
et oXC)

suero
Dependiente Independiente
del suero del suero

Figura 9. Efecto de la densidad del recubrimiento del polietilenglicol en la interaccion
con proteinas y la posterior internalizacién de las nanoparticulas en macréfagos. Figura
traducida de ref ’°.

Aunque los ejemplos anteriormente mencionados sirven como base
para entender las interacciones de union entre los ligandos y las
nanoparticulas, esta teoria queda limitada por las diferentes caras
cristalogréficas de un nanomaterial, asi como las zonas de los
vertices/aristas. Se necesita hacer un mayor esfuerzo en métodos

computacionales que consideren la union de un determinado ligando debido
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a su caracter blando/duro y su accesibilidad estérica para cada cara

cristalografica.®
1.3.3 Biofuncionalizacién de las nanoparticulas de oro

Una vez la nanoparticula esta adecuadamente estabilizada, el siguiente
paso es la estrategia de biofuncionalizacion o conjugacion. Sin embargo, esto
no es una tarea sencilla ya que no existen metodologias universales y
dependen de los grupos funcionales de la superficie y la biomolécula a
conjugar. Las metodologias de funcionalizacion de superficies se pueden
dividir en tres categorias: la conjugacion supramolecular, la adsorcion fisica

y la conjugacién covalente (Figura 10).6381
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Figura 10. Estrategias de bioconjugacion.®
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La adsorcidn fisica de moléculas sobre el nanomaterial puede ocurrir

mediante diversas interacciones que incluyen las fuerzas de Van der Waals,

la formacion de enlaces de hidrégeno,

interacciones hidrofobicas,

interacciones electrostaticas, que dependeran de las caracteristicas de la

biomolécula y el recubrimiento de la NP.8283 |a bioconjugacion a través de

interacciones fisicas es altamente versatil, ya que ofrece la posibilidad de

separar la biomolécula de la NP por cambios en las condiciones del medio.

Sin embargo, esta estrategia no controla la orientacion espacial de las

biomoléculas inmovilizadas, lo que puede llevar a una disminucion o perdida

23



Capitulo 1

de la actividad biologica. Debido a la reversibilidad de las interacciones
fisicas, mediante variaciones en pH, temperatura, o polaridad del medio se

puede promover la desorcion del componente inmovilizado.

La conjugacién supramolecular se basa en el reconocimiento
molecular entre un ligando y un receptor, en tanto que el ligando y el receptor
se ajustan en un proceso dindmico de complementariedad gquimica sin la
formacidn de enlaces covalentes. El receptor suele unirse en la superficie de
la nanoparticula mediante la formacion de un enlace covalente, y la
inmovilizacion del ligando ocurre a través del autoensamblaje anfitrion-
huesped. El ejemplo méas representativo de estas interacciones es el par
biotina-avidina. La avidina es una glicoproteina que tiene cuatro
subunidades idénticas y una alta selectividad y afinidad a la biotina,
resultando en una fuerte interaccion (Ka10%).8* El analogo mas utilizado
de avidina para la bioconjugacion es la estreptavidina, que es un tetramero
no glicosilado. En la bibliografia encontramos muchos ejemplos de este tipo
de funcionalizacion para aplicaciones de biosensores donde la nanoparticula
se funcionaliza con estreptavidina y para su conjugacion con biomoléculas
biotiniladas tales como proteinas, oligonucledtidos, anticuerpos, o cadenas
de ADN.886

El ultimo tipo de conjugacién que trataremos es la conjugacion
covalente o conjugacion quimica, que proporciona una unién estable entre
los grupos funcionales de la nanoparticula y la molécula o biomolécula, a
diferencia de las interacciones fisicas o supramoleculares que muestran una
pérdida de la actividad a lo largo del tiempo.8”# La seleccion del método de
acoplamiento dependera de los grupos reactivos presentes en la superficie
del material. Las superficies de las nanoparticulas de esta tesis, por lo
general, presentan siempre un grupo carboxilo, y se les aplica el
acoplamiento con carbodiimida. ElI método de carbodiimida es uno de los
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protocolos de funcionalizacion de nanoparticulas mas utilizados. Esta basado
en el acoplamiento peptidico entre un grupo carboxilo y una amina primaria.
Durante la reaccion quimica el grupo carboxilo es activado por un agente de
acoplamiento como por ejemplo 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), formando un éster activo.
Frecuentemente se afladen aditivos como la N-hidroxisuccidimida (NHS) o
la sulfo-NHS para incrementar el rendimiento de reaccién reduciendo
posibles reacciones secundarias.®® Ademas, este método tiene la ventaja que
es formar un zero-length cross linker por no generar atomos adicionales en
el enlace. Esta metodologia requiere procesos de optimizacion para aumentar
el rendimiento de reaccion y evitar las posibles reacciones secundarias, que

se trataran en el Capitulo 2.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral consiste en el disefio y la
utilizacion de nanoparticulas de oro para aplicaciones en diagnostico y
terapia. Para alcanzar este objetivo se dispone de dos elementos
fundamentales. En primer lugar, se puede disponer de nanoparticulas de oro
de diversos tamafios y formas, caracteristicas que tienen un impacto en sus
propiedades Opticas y en su interaccion con biomoléculas y células. En
segundo lugar, la modificacion superficial de la nanoparticulas con

biomoléculas permite adaptarlas a la aplicacion concreta.
Se establecen los siguientes objetivos parciales:

- Desarrollo de un amplificador de sefial para pruebas diagnésticas
basadas en la deteccion de ARN con un sensor de resonancia de plasmon de

superficie.

- Utilizacion de nanoparticulas de oro como transportadores de un

farmaco hidréfobo.

- Desarrollo de un método escalable y eficaz para la purificacion de
nanoprismas de oro con el fin de aumentar su potencial en aplicaciones

biomédicas.
- Utilizacion de nanoprismas de oro en terapia fototérmica dirigida.

En cada capitulo de esta tesis se introduce la importancia de uno de los

objetivos y se explica la estrategia que se ha adoptado para abordarlo.
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1. INTRODUCCION

Los biosensores son dispositivos capaces de ofrecer una informacién
analitica cuantitativa o semi-cuantitativa usando un elemento biologico. Para
competir con otras tecnologias es deseable que los biosensores proporcionen
informacién de forma rapida, en tiempo real, precisa y fiable sobre el analito
a analizar. Los biosensores juegan un papel importante en medicina,
agricultura, medio ambiente y monitorizacion industrial. Se dividen en tres
componentes principales: un biorreceptor, un transductor y un sistema de

procesamiento de sefal.

El biorreceptor es un material bioldégico que reconoce el analito e
interacciona con él. Este receptor debe ser selectivo y sensible frente al
analito para evitar las interferencias por otras sustancias de la muestra. Segun
el tipo de interaccion que se establece entre el analito y el receptor los
biosensores pueden ser cataliticos o de afinidad.! En los biosensores
cataliticos, entre los que se incluyen los basados en enzimas? y los basados
en sistema celulares,® la interaccion entre el analito y el biorreceptor da lugar
a un producto de una reaccién bioguimica. En el caso de los biosensores de
afinidad, el analito se une al receptor por interacciones no covalentes y de
alta afinidad. En este tipo de sensores estan comprendidos los que utilizan

anticuerpos* o acidos nucleicos® como biorreceptores.

Los biosensores también se pueden clasificar segun el tipo de
transductor empleado, que es el elemento que convierte la interaccion en un
efecto fisico, quimico o biologico, que finalmente pueda ser transformado en
una sefial.® Dentro de esta clasificacion encontramos biosensores

electroquimicos,’ térmicos,® épticos,® y gravimétricos.©

Los biosensores opticos son los mas ampliamente utilizados si se tiene

en cuenta el tipo de transduccién.!! Dentro de estos sensores uno de los mas
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importantes es la técnica de Resonancia del Plasmdn de Superficie (SPR),
que presenta una alta sensibilidad, amplio rango de aplicacion y seguimiento
en tiempo real.!? El SPR es ademas un sensor de deteccion directa, es decir,
que no requiere del empleo de marcadores como sucede con otros
biosensores opticos. EI SPR detecta cambios en la resonancia del plasmén
de superficie de una ldmina de oro que se producen por el cambio en el indice
de refraccion del medio adyacente cuando se deposita materia en la
proximidad de la ldmina (Figura 1). Una etapa importante para que el
biosensor llegue a funcionar, es la funcionalizacion de la superficie con un
biorreceptor capaz de reconocer el analito de interés y se deben evitar
interacciones no especificas de otras sustancias con el biorreceptor o con la

superficie.
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Figura 1. Esquema de un biosensor de Resonancia del Plasmon de Superficie (SPR).%3

Este capitulo de tesis es parte del trabajo realizado en el marco del
proyecto europeo, NanoplasmiRNA, que planteaba el desarrollo de un
reactivo universal de amplificacion de sefial para la deteccion de microARN

(miARN) por imagen SPR (SPRi), técnica SPR que permite el analisis
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simultaneo de varios analitos. Para la deteccion de este tipo de
biomarcadores el chip del SPR se funcionaliza con una sonda de captura que
consiste en un oligonucle6tido de ADN complementario del miARN que se
quiere analizar. Los miARN son cadenas de ARN no codificante que circulan
en la sangre y estan involucrados en multiples procesos bioldgicos como
metabolismo, proliferacidn, desarrollo, diferenciacion, apoptosis, resistencia
a farmacos y respuesta al estrés.’* Existen muchas evidencias de que los
niveles de miARN especificos estan relacionados con trastornos humanos
incluidos el cancer,®® enfermedades neuroldgicas!® y enfermedades
cardiovasculares,!’ por lo que podrian utilizarse para estudiar el progreso de
esas enfermedades. Sin embargo, su pequefio tamafio, baja concentracion y
la abundancia de secuencias similares de miARNSs pueden dificultar la
deteccion y cuantificacion por metodologias actuales como PCR,
secuenciacion masiva, microarrays o el mismo SPR,!® ademas, de limitar el

niimero de muestras que se pueden procesar.

En la bibliografia se han descrito métodos para aumentar la sefial en
SPRy asi mejorar el limite de deteccion (LOD).1%-2! Estos métodos consisten
en la adicion de un segundo biorreceptor o amplificador de sefial, capaz de
reconocer especificamente el complejo formado por el analito y el primer
biorreceptor. Este segundo biorreceptor puede estar conjugado con un
elemento que produzca un gran aumento de sefial, por ejemplo, por ser muy

masivo como nanoparticulas de oro.

En NanoplasmiRNA se plante0 el disefio y sintesis de un amplificador
universal de sefial SPR para la deteccion de cualquier miARN. Para el
proyecto era necesario que estos nanoamplificadores se unieran
selectivamente a la doble hebra ADN:ARN, que se forma por la interaccion
especifica de la sonda de ADN con el analito y que no interaccionaran

cuando hubiera una Unica cadena de acido nucleico. Para producir esta
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interaccion de la nanoparticula con el hibrido se eligieron intercalantes de
ADN capaces de unirse con la doble hebra por interacciones de apilamiento
n-n. Se seleccionaron dos estructuras de intercalantes (Figura 2): la
doxorrubicina, que es el farmaco anticancerigeno mas efectivo de los ultimos
50 afios para enfermedades como la leucemia, linfoma o cancer de mama??
y otro derivado de la antraquinona, cuya estructura se modifica para mejorar
la interaccion con la estructura de ADN. Para conseguir una mayor
amplificacion de la sefial se eligieron las nanoparticulas de oro, que ya han
demostrado ser buenos amplificadores, en algunos casos de varios érdenes
de magnitud, debido al cambio en la masa y a la variacién en el indice de
refraccion local de la superficie de SPR.2® Sin embargo, aun falta una
comprension mas profunda de la relacion entre la amplificacion de la sefial

y la forma y el tamafio de las AuNPs.
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Figura 2. Estructuras de los intercalantes de ADN derivados de antraquinona utilizados
en el proyecto. Nota: R es un grupo protector

En la superficie del chip de SPR, se une el ADN de captura
complementario a la secuencia de miRNA objetivo (Figura 3). Para que el
amplificador de sefal sea universal, el intercalante de ADN no puede ser

especifico de ninguna secuencia concreta, pero también es importante que
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Unicamente se intercale cuando esté formado el hibrido ADN:ARN. Esto
permitiria utilizar esta tecnologia para la deteccion de miARNS relacionados

con diferentes enfermedades.
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Figura 3. Esquema de la estrategia para la amplificacion de la sefial de SPRi con
intercalantes de ADN. En un primer paso, se afiade las secuencias de microARN para que
se unan a las cadenas de ADN en el chip de SPR. Posteriormente, se adicionan las
nanoparticulas funcionalizadas con el intercalante de ADN:miARN para amplificar la
sefial de SPR.

La forma y el tamafio de las nanoparticulas unidas al intercalante
podrian afectar a dicha interaccion, bien porque se restrinja la probabilidad
de aproximacion al hibrido ADN:ARN por impedimento estérico, bien
porque, aun estando préximos, el grado de curvatura de la superficie no sea
adecuado para la interaccion. En trabajos del grupo de Lee? se determind
que las nanoesferas de 40 nm producian una mayor amplificacion de la sefial
de SPR en comparacion con nanocubos y nanobastones. En cuanto al

tamafio, en un trabajo desarrollado por Uludag et al.?® se modificé la
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superficie de oro con un anticuerpo contra el antigeno prostatico especifico
(PSA). El aumento del diametro de la nanoparticula de 20 a 40 nm redujo el
limite de deteccion 10 veces. Dado que no se puede predecir el efecto de la
forma y del tamafio en la amplificacion, se seleccionaron dos formas
(nanoesferas y nanoprismas) y dos tamafos para probar en el biosensor
(Figura 4).

Figura 4. Nanoparticulas seleccionadas para emplearlas como nanoamplificadores.

Para que el intercalante se una a la doble hebra se tiene que considerar
la carga negativa del acido nucleico, por lo que la carga de la nanoparticula,
asi como la cantidad de polimero recubriendo la superficie afectaran a dicha
interaccion. Por otro lado, la accesibilidad del intercalante dependera de la
conformacion del polimero en el recubrimiento y esta a su vez de la densidad

de moléculas unidas a la nanoparticula (Figura 4).

En NanoplasmiRNA se ha elegido la deteccion de la esclerosis
multiple para la prueba de concepto del amplificador de sefial SPR. La

esclerosis multiple (MS) es una enfermedad crénica y autoinmune que
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perturba el sistema nervioso central. Afecta predominantemente a adultos
jévenes y tiene un alto impacto en la calidad de vida del paciente. Se estima
que 2-3 millones de personas viven con esclerosis multiple en todo el mundo
con una prevalencia de 50-300 afectados por 100.000 habitantes.?* El curso
de la MS es muy variado e impredecible. En la mayoria de los pacientes, la
enfermedad se caracteriza por episodios reversibles de déficits neurolégicos,
a los que sigue un deterioro neuroldgico progresivo a largo plazo.? El
seguimiento de esta enfermedad y el tratamiento se basan Unicamente en
criterios subjetivos y de bajo caracter predictivo, como la resonancia
magnética de imagen, anélisis de determinados marcadores bioquimicos y el
estado clinico del paciente.?® Es por ello que un diagndstico temprano

permitiria el mejor tratamiento de la enfermedad.

En este proyecto colaboran cuatro grupos de investigacion. El grupo
liderado por el Dr. Renzo Vanna en la Fondazione Don Carlo Gnocchi
(Milan, Italia) es el encargado de la coordinacion y la prueba de las
nanoparticulas preparadas para el incremento de la sefial de SPR. Por otro
lado, nuestro grupo, liderado por el Prof. Jesus M. de la Fuente en el Instituto
de Nanociencia y Materiales de Aragdn (Zaragoza, Espafia), tiene la labor de
preparar las nanoparticulas de oro y funcionalizarlas con los intercalantes de
ADN. El grupo de la Prof. Aija Line en el Latvian Biomedical Research and
Study Centre (Riga, Letonia), tiene la tarea de seleccionar las cadenas
mMIARN a través de busqueda bibliografica y secuenciacion validada por
gPCR. Finalmente, el grupo del Prof. Dev Arya en Clemson University
(Clemson, Estados Unidos de América) se encarga de la sintesis de los
intercalantes de ADN derivados de la antraquinona.

Por todo lo expuesto anteriormente, se necesita la preparacion de
materiales de diferentes formas y tamafios, asi como el control de la

funcionalizacion de su superficie para la aplicacion en el biosensor. Paraello,
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en este capitulo de tesis se describe la sintesis de nanoesferas (NSs) y
nanoprismas (NPrs) de oro de dos tamarios diferentes (Figura 4). Las sintesis
que se aplican se centran en la experiencia previa del grupo, evitando
protocolos que requieran un pasaje a agua para poder usar las nanoparticulas.
Los materiales también requieren de una fase de estabilizacion que serd mas
importante en la sintesis de los nanoprismas para parar la reaccién de
crecimiento. Posteriormente, las nanoparticulas se funcionalizan con
doxorrubicina como intercalante de ADN puesto que no se llegd a disponer
de ningln otro derivado de antraquinona. Finalmente, las nanoparticulas
preparadas se prueban como amplificadores universales de la sefial de SPR,
haciendo un estudio sobre el efecto de la superficie de la nanoparticula en la

deteccidn de cadenas de miRNA.

46



Sintesis y aplicacion de nanoparticulas de oro en biosensores

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Sintesis de nanoparticulas
2.1.1 Método de sintesis de las nanoesferas

El método de Turkevich? para la sintesis de nanoesferas de oro
consiste en la reduccion del acido tetracloroadrico (HAuCl,) con citrato
sodico (Cit). Esta metodologia permite un buen control del tamafio por
debajo de 30 nm de didmetro. La sintesis se realiza en agua y evita pasos
adicionales para transferir las nanoparticulas desde medio organico a
disolucion acuosa. Los materiales se mantienen estables durante un largo
tiempo y los ligandos citrato se pueden intercambiar facilmente para
conseguir la estabilizacién y funcionalizacion mas adecuadas para la

aplicacion final.

La reaccion se lleva a cabo en condiciones de reflujo y con agitacion
continua. Tras la adicién del citrato, la disolucion se oscurece indicando la
formacion de las nanoparticulas y la mezcla se mantiene agitando a reflujo
durante 30 min (Figura 5). Las nanoesferas recubiertas de citrato (NS-Cit) se
obtienen con baja polidispersidad. Se evita afnadir cualquier paso de
purificacion o concentracion ya que podria afectar a la estabilidad de estos
materiales. El citrato también actla como agente estabilizante y es suficiente
para gque con la concentracion de la sintesis las nanoparticulas se mantengan

estables a lo largo del tiempo si se guardan en nevera y tapadas de la luz.
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Figura 5. Esquema de la sintesis de nanoesferas de citrato (NS-Cit) siguiendo el método
de Turkevich.

Para la caracterizacion inicial de las nanoparticulas de oro se utiliza la
espectroscopia de UV-Vis que permite conocer el estado coloidal y estimar
el tamafio de las nanoparticulas. El espectro de las nanoparticulas presenta la
banda de resonancia del plasmon localizado de superficie (LSPR)
caracteristica a 520 nm (Figura 6, A). De acuerdo con el trabajo de Haiss et
al. el tamafio de nanoesferas de oro mayores de 37 nm de didmetro se puede
obtener a partir de la posicion de la banda de LSPR y el de nanoesferas
menores de ese tamafo a partir del cociente entre la absorbancia en el
maximo de la banda de LSPR y la absorbancia a 450 nm.?® Siguiendo ese

método se puede estimar un didametro de 14 nm.

Por otro lado, las imagenes de microscopia electronica de transmision
(TEM) (Figura 6, B) y el histograma obtenido a partir de ellas (Figura 6, C)

muestran que las nanoesferas son esencialmente monodispersas Yy
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cionan un diametro de 14 £ 1 nm que es coherente con el resultado de

la espectroscopia UV-Vis.
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Figura 6. Caracterizacion de las nanoesferas de NS-Cit por espectroscopia de UV-Vis
(A), imagenes de TEM (B) e histograma de tamafios (C).

Para conocer la concentracion de las nanoparticulas se determina la

cantidad de oro por ICP-AES de una muestra de la que se conoce su espectro

d una

determinada dilucion. En la bibliografia, se ha demostrado que la

absorcion a 400 nm es la mas adecuada para una medida precisa de la

concentracion de Au(0).2%2° Por debajo de 400 nm, la absorbancia debida a

sustancias organicas podria interferir en la medida de la concentracién de

oro. Por encima de 400 nm aumenta la influencia del LSPR de las NPs. A

400 nm, se ha reportado un coeficiente de extincion de las nanoparticulas
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que tiene un valor de 11,3 mL-cm™?-mg™.2%% Dicho valor de coeficiente de
extincion es similar al obtenido experimentalmente a partir de nuestros

resultados de ICP-AES y espectroscopia UV-Vis: 11,1 mL-cm™*-mg™.

Por otro lado, con el didmetro de la particula se determina la masa del

nlcleo metalico utilizando el volumen de una esfera y la densidad:3!

_ mpD3-107% B 5 .
MNP— 6 NAU—6086D gm0l

donde p es la densidad del oro fcc (19,3 g-cm™®), D es el didmetro de la

particula en nmy Nay es el nimero de Avogadro (6,022-10%% mol™?).

De esta forma se puede estimar la masa del nucleo y determinar el
coeficiente de extincion molar de las nanoparticulas para determinar la
cantidad de ligandos 0 moléculas que se unen por NP o unidad de superficie
(Tabla 1). Para comparar el valor obtenido experimentalmente, nos basamos
en el trabajo de Haiss et al’® donde estan tabulados los valores de los

coeficientes de nanoesferas de diferentes tamafios a 450 nm.

Tabla 1. Didmetro de la nanoesferas con su correspondiente valor de coeficiente de
extincion molar obtenido por ICP-AES y tabulado en literatura.?8

., €450 €450
D'(i rrr:]e)tlro Experimental tabulado
(L-molt.-cm?) (L-molt-cm)
14+1 1,58-108 1,76-108

!Didmetro determinado por TEM.

Las NSs-Cit son estables en agua desionizada, pero pierden su
estabilidad coloidal al aumentar la fuerza ionica, al cambiar el pH, o al afiadir
medios mas complejos. Por lo tanto, se requiere de un posterior
recubrimiento de la superficie para mejorar su estabilidad. Generalmente,
para aplicaciones biomédicas las AuNPs se estabilizan mediante el uso de
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polietilenglicol (PEG) ya que es un polimero considerado como seguro por
la Agencia Federal del Medicamento (FDA) y que aumenta la hidrofilicidad
de la superficie de las particulas, estabilizandolas. Los polimeros usados en
esta tesis son polietilenglicoles heterobifuncionales que en un extremo tienen
un grupo tiol para conseguir una union fuerte a la superficie de oro. En el
otro extremo presentan un grupo terminal, por lo general un grupo carboxilo,
que confiere solubilidad y mayor estabilidad coloidal a las nanoparticulas.
Este grupo funcional aumenta la estabilidad coloidal de las nanoparticulas
mediante la repulsion entre cargas negativas y sirve también para una
posterior modificacion covalente utilizando reacciones propias de los grupos

carboxilo.

Las cadenas de PEG, polares y neutras, sirven también para disminuir
la interaccion con biomoléculas y componentes biolégicos que normalmente
se adhieren a superficies cargadas o hidréfobas. La eficacia del PEG en esta
funcion dependera de factores interrelacionados como son el peso molecular
del PEG, sus grupos terminales, la naturaleza y topologia de la superficie que
se recubre, la densidad del recubrimiento y la conformacién que adquieren
las moléculas de PEG en la superficie. Un estudio interesante seria la
evaluacion de como la superficie de las nanoparticulas ya sea triangulares,
rectangulares o esféricas, afectan a la conformacion de diferentes cadenas
PEG y como interaccionan entre ellas. Asimismo, se podria evaluar qué
efecto tienen estas cadenas en la estabilidad coloidal y la aplicacion de estas

nanoparticulas en diagnostico y tratamiento.

En la Figura 7, se presentan los diferentes tipos de modificaciones que
entran en este estudio. En primer lugar, se plantea usar mezclas de polimeros
que presenten grupos carboxilos (-COOH) y grupos metoxi (-OCHz)
terminales para modular la carga de la nanoparticula. Si bien nuestro grupo

ha trabajado casi siempre con grupos carboxilato terminales, la presencia de
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un alto numero de estos grupos en la superficie podria impedir la
aproximacioén de la nanoparticula al acido nucleico por la repulsion entre
cargas negativas. Con la combinacién con cadenas PEG con grupos metoxi
terminales se busca disminuir ese efecto sin perder estabilidad coloidal ni
favorecer interacciones no especificas que también podrian darse con acidos

nucleicos no hibridados.
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Figura 7. Estructuras de PEG utilizadas en este capitulo para el recubrimiento de
nanoesferas.

Asimismo, se introduce una cadena alifatica entre el grupo tiol y la
cadena de PEG (Figura 7, FA-PEG818). Se ha descrito que un fragmento
hidrocarbonado contiguo al punto de anclaje produce un empaquetamiento
mas denso del ligando y probablemente un recubrimiento mas efectivo.
Ademas, la union de los polimeros a la superficie del oro es también un factor
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a tener en cuenta. Las proteinas presentes en el suero tienen grupos tioles que
podrian desplazar los PEG del recubrimiento por lo que la introduccion de
un grupo tiol adicional podria fortalecer la union a la superficie (Figura 7,
LA-PEG922).

Como polimero inicial se usa un PEG heterobifuncional, HS-PEG(8)-
(CH2),-COOH (Figura 7, PEG458), que habia dado buenos resultados en el
grupo para estabilizar las nanoparticulas esféricas.®® La selecciéon de las
condiciones del intercambio de ligando entre las moléculas de citrato en la
superficie y los grupos tioles del polimero se hace a partir de una
modificacion del protocolo descrito por Mirkin y colaboradores para la union
de cadenas de ADN tiolado a nanoesferas de 13 nm recubiertas con citrato.3*
En este protocolo, a las nanoesferas con citrato se les aflade el compuesto
tiolado, PEG458, junto a hidroxido de sodio y el surfactante dodecilsulfato
de sodio (SDS). Se dejan incubando toda la noche protegidas de la luz. Al
dia siguiente se efectlan ciclos de lavado con agua milli-Q y centrifugacion
para purificar y concentrar las nanoparticulas PEGiladas. Nuestro estudio
concluyd que se obtienen los mejores resultados cuando se afiaden 5200
cadenas PEG/NP o 8,44 PEG-nm™,

Se repite el protocolo en las condiciones previamente optimizadas. El
nimero de cadenas PEG que se unen a las nanoparticulas se cuantifica
midiendo la concentracién de PEG tiolado presente en los sobrenadantes
mediante el ensayo colorimétrico de Ellman. Este ensayo se basa en la
reaccion del &cido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) con los grupos
tioles del PEG, que produce una disolucion amarilla por la formacion de
sales del acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico. Se concluyo que se unen 4,7
PEG nm?,

Por otro lado, se modula la carga de la nanoparticula mediante la

mezcla de cadenas de polietilenglicol cargadas y no cargadas. En trabajos
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previos del grupo, PEG458 se us6 como molécula cargada con un grupo
carboxilo junto con un PEG que presenta un grupo azida (HS-PEG-N3) en
uno de sus extremos. Se decide cambiar el grupo azida por un grupo metoxi
(HS-PEG-OMe de 356 Da) que no requiere sintesis previa del polimero y no
genera problemas de estabilidad. Se fija la concentracidn optimizada para el
PEG458 con 8,44 PEG-nm? considerando el 100% de saturacion. Se
modifica la cantidad de cadenas metoxi totales, usando 0, 25, 50, 75y 100

%, teniendo en cuenta un total de cadenas afadidas de 8,44 PEG/nm?.

Para el estudio de la estabilidad coloidal de los materiales se emplean
la espectroscopia de UV-vis y la electroforesis en gel de agarosa. Como se
ha visto previamente, la espectroscopia de UV-vis aporta informacion del
tamafio y de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas. Uno de los factores
que influyen en la posicion de la banda LSPR es el estado de agregacion,
desplazandose a longitudes de onda mayores segun se van agregando las
nanoparticulas. Con el fin de tener un valor que indique como varia la
estabilidad de las nanoparticulas, se evalGa la relacion de la absorbancia en
el maximo del plasmon de superficie y la absorbancia a 600 nm, que dan
informacién del estado de dispersion de la muestra (Figura 8). Este método
permite de manera rapida evaluar las condiciones Optimas de

funcionalizacion para tener un sistema estable.
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Figura 8. Espectros de UV-vis de AuNSs estables (A) y agregadas (B) y la
correspondiente relacion de absorbancia a 522 (LSPR) y 600 nm.

Tambien, por electroforesis en gel se estudia la movilidad
electroforética de las nanoparticulas, que depende de su carga, tamafio y
forma. Ademas, los materiales que presenten una menor estabilidad coloidal
agregaran en los pocillos del gel o exhibiran bandas mas alargadas. Cuando
se evalUa en electroforesis en gel de agarosa la movilidad electroforética de
las nanoesferas al ir aumentando la proporcién de PEG-OMe se observa una
disminucién de la movilidad. Esto se explica por una disminucion de la
cantidad de grupos ionizables negativos y por lo tanto de la carga negativa
de la nanoparticula (Figura 9). Sorprendentemente cuando se usa un 100%
de PEG-OMe la nanoparticula siguen desplazandose hacia el polo positivo
del electrodo, tal vez porque no se haya eliminado todo el citrato de la

superficie.
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Figura 9. Gel de electroforesis del intercambio del citrato por PEG458 y PEG-OMe
usando diferentes proporciones de ambos PEGs.

Asimismo, por espectroscopia UV-vis se comprueba que las
nanoparticulas se mantienen estables cuando el PEG-OMe esta presente, con
un coeficiente de estabilidad que se mantiene en torno a 3,8 (Tabla 2). Con
respecto a la carga de la nanoparticula, se determina el potencial { de los
diferentes materiales. La carga superficial de la nanoparticula solo es distinta
cuando la cantidad de PEG-OMe es mas baja (Tabla 2, Ent. 5-6). Para
proporciones superiores, se mantiene en torno a -28 y -33 mV. Ademas de la
posible presencia de citrato es conocido que las cadenas PEG neutras

proporcionan valores de potencial { negativos a pesar de la ausencia de carga.

Tabla 2. Longitud de onda, cociente de la absorbancia de LSPR y absorbancia 600 nm, y
potencial { de las nanoesferas de 14 nm funcionalizadas con una mezcla de PEG metoxi
y PEG458.

Entrada | OMe (%) %;i;; Avspr/As0o POt(enq(\:}?l z
1 NS-Cit 520 4,7 -31,0+3,0
2 100 523 3,8 -28,5+0,6
3 75 523 3,8 -33,2+0,8
4 50 523 3,8 -29,0+2,0
5 25 523 3,8 -36,2+0,4
6 0 522 3,9 -39,0+2,0
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Tras modular la carga, la segunda modificacion es la introduccion de
una cadena alifatica entre el grupo tiol y el PEG para aumentar la densidad
del recubrimiento. Se selecciona el polimero comercial, HS-(CH2)10-
PEG(12)-COOH (Figura 7, FA-PEG818) y se sigue el protocolo
anteriormente descrito para el intercambio con el citrato. Se utilizan
diferentes cantidades de polimero para evaluar como afectan a la estabilidad.
Se eligen dos rangos de concentracion de PEG, entre 0,16 y 1,95 PEG-nm™,
que es una concentracion baja, inferior a la cantidad necesaria para cubrir
toda la superficie. En el segundo rango se utilizan valores mayores, entre 6,5
y 11,4 PEG-nm, que es el rango donde se espera que las nanoparticulas sean
mas estables. En este rango se llega a una saturacion de la superficie. En la
Figura 10, cuando se usa una baja carga de polimero (entre 0,16-1,81
PEG-nm) se observa la presencia de agregados en el pocillo, pero parte de
las nanoparticulas son estabilizadas. A partir de 1,95 PEG-nm?, las
nanoparticulas se mantienen mas estables y presentan una movilidad
electroforética similar. Por otro lado, se realiza un analisis de estabilidad
(Figura 10, C). A medida que aumenta la concentracion de PEG el cociente
de estabilidad A_spr/Asoo Se incrementa llegando a una saturacion alrededor
de 1,95 PEG-nm2cuando los valores se mantienen constantes y cercanos a
3,4. Estos resultados confirman la tendencia observada en el gel de
electroforesis. Se selecciona como condicién éptima 6,5 PEG-nm2, que

supone la saturacion completa de la superficie.
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Figura 10. Gel de electroforesis del intercambio del citrato por PEG usando diferentes
concentraciones para el FA-PEG818 (A) y el LA-922PEG (B) y relacion de absorbancias
a 522 y 600 nm en funcion de la cantidad de PEG/AUNS que se ha afiadido para ambos
polimeros(C). Nota: se seleccionan las siguientes concentraciones de polimero por
superficie: 0,16, 0,41, 0,81, 1,22, 1,62, 1,95, 6,5, 8,4 y 11,4 PEG-nm, que corresponden
a los numeros del 1 al 9 del gel de electroforesis.

En tercer lugar, se utilizan moléculas de PEG con dos grupos tiol para
aumentar la estabilidad de la union y asi mejorar la estabilidad coloidal de la
nanoparticula. Se elige trabajar con el LA-922PEG (Figura 7, LA-922PEG)
ya que presenta tamafio similar a los polimeros anteriores (una masa de
alrededor de 922 Da). Tras lo observado en el NS-FA-PEG818-DOX se
descartan las concentraciones por debajo de 1,62 PEG-nm puesto que no se
consideran suficientes para estabilizar la nanoparticula. Se eligen las
concentraciones 1,95, 6,5, 8,4 y 11,4 PEG-nm?. Se obtienen resultados
similares al FA-PEG818 cuando se caracteriza por electroforesis en gel y
UV-VIS. Por gel de electroforesis (Figura 10, B), la concentracion mas baja
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de LA-PEG922 presenta menor movilidad que para el resto de las
concentraciones, concluyendo en este caso que el nimero de cadenas para
estabilizar la NSs se encuentra alrededor de 6,5 PEG-nm™. Este resultado se
confirma por UV-vis, ya que el valor A spr/As0 S€ mantiene constante
alrededor de 3,5.

2.1.2 Método de sintesis de los nanoclusters

Los nanoclusters (NCs), nanoparticulas con didmetro menor a 3 nm,
pueden comportarse de forma diferente a NPs de mayor tamafio, presentando
propiedades magnéticas, eléctricas, Opticas y cataliticas Unicas.® A
diferencia de las nanoesferas con citrato, las propiedades opticas de los NCs
no estan dominadas por el plasmon localizado de superficie. Estos materiales
poseen estados energéticos discretos que permiten la transicion de electrones
de naturaleza HOMO-LUMO, les confieren actividad catalitica y unas

destacadas propiedades dpticas como una alta intensidad de luminiscencia.®

Los NCs son demasiado pequefios para que se puedan sintetizar
utilizando la reduccién con citrato. Se opta por el método desarrollado por
Murray para la preparacion de nanoclusters recubiertos con una molécula
organica.®” En la sintesis de Murray se utiliza un aminoécido no natural, la
N-(2-mercaptopropanoil)glicina o tiopronina, que presenta un grupo tiol y
un grupo carboxilo en su estructura. La tiopronina se utiliza como
medicamento para el tratamiento de cistinuria y de artritis reumatoide. En
esta metodologia se prepara una disolucion del precursor del oro con la
tiopronina en una mezcla metanol/acido acético dando lugar a una solucion
estable de color rojo (Figura 11). La reaccion de reduccion se realiza
agitando a temperatura ambiente y usando como reductor el borohidruro

sodico. Tras 30 min de reaccion, el metanol se elimina por evaporacion y se
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retira el resto de los subproductos por dialisis. La acidez de la disolucion es
critica. En ausencia de acido acético las nanoparticulas formadas tras la
adicion de BH, se agregan inmediatamente y de forma irreversible mientras
el pH de la mezcla de reaccion aumenta hasta pH 10 en contraste con el pH

5 del protocolo normal de sintesis.*’

HO?S
HOOC
A\ 0
HNji\ o \/COOH
s
I
N__cooH Té;ﬁf > _/s 0
HS ~ — o) s

le} MeOH/AcOH g
/\
HOOC NH

COOH

Figura 11. Esquema de reaccion de sintesis de nanoesferas cubiertas de tiopronina por el
método de Murray.®’

Los AuNCs estabilizados con tiopronina se liofilizan para que se
mantengan estables un mayor tiempo y se pueden resuspender en agua. Este
material se caracteriza de forma similar a las nanoesferas de citrato. En la
Figura 12, se presenta el espectro UV-Vis en el que no se observan bandas
tan pronunciadas como para las nanoesferas de 14 nm. Debido a su pequeiio
tamafio se aprecia un pequefio hombro en torno a 500-600 nm, que
corresponde a la banda de LSPR, tal y como estd descrito en la
bibliografia.3’*® Por otro lado, mediante las imagenes de TEM se determina
el didmetro de 2,5 £ 0,5 nm, con lo que se concluye que estas nanoparticulas

presentan una baja polidispersidad.
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Figura 12. Espectro UV-vis (A), imagen de TEM (B) e histograma (C) de los nanoclusters
estabilizados con tiopronina (NC-tiopronina).

2.1.3 Sintesis de los nanoprismas

El interés por el uso de nanoprismas de oro ha aumentado durante los
afos por sus ventajas con respecto a otras formas de nanoparticulas de oro
debido a que la banda de LSPR se encuentra en el infrarrojo cercano, que es
considerado como la “ventana biologica” ya que los tejidos son mas
transparentes a radiaciones de 700-1200 nm.3® AuNPrs pueden ser excitados
en estas longitudes de onda y liberar la energia en forma de calor, lo que se
puede utilizar para matar células cancerigenas selectivamente.*° Este proceso
se conoce como terapia fototérmica (PTT) y se aplicard en los proximos
capitulos. Ademaés, estas nanoparticulas se han utilizado como

amplificadores de la sefial en espectroscopia Raman (SERS).*
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Para la preparacidn de los nanoprismas se elige una sintesis que evita
el uso de surfactantes de forma que se pueda emplear el mismo método en
las aplicaciones en terapia que se tratan en los siguientes capitulos.*>* La
reduccion de la sal de oro, HAuUCI,, con tiosulfato de sodio ha atraido el
interés por su facilidad y rendimiento. Ademas, las nanoparticulas quedan
recubiertas por especies oxidadas del tiosulfato lo que permite un
intercambio de ligando rapido comparado con otros métodos de sintesis que

requieren el uso de surfactantes.**4°

En este método se realizan dos adiciones de tiosulfato sddico a un
volumen de x mL del &cido tetracloroadrico (ac.) 2 mM (Figura 13). La
primera adicion de tiosulfato es siempre de 1,2x mL de tiosulfato sédico 0,5
mM, independientemente del tamafio de los nanoprismas que se quieren
obtener. Tras 5 min de reaccion, el color de la disolucion cambia de amarillo
(4cido tetracloroadrico disuelto) a marron. Este cambio de color indica la
formacién de AuNPs denominadas como semillas. La segunda adicion se
realiza 9 min después de la primera y se considera el paso clave para la
formacion de los NPrs. No obstante, en la bibliografia se encuentran otros
ejemplos donde se realiza una Gnica adicion de tiosulfato sédico.*® Ademas
se puede utilizar yoduro de potasio como agente director del crecimiento de

las nanoparticulas.

1.12xTS 30,2605 TS 5. HS-PEG-COOH E?@
s 2.8minta. A8 4.60 min, ta. a NaOH, US %_

Figura 13. Esquema de reaccién general de los nanoprismas por el método de la literatura
(NPrs). Nota: TS = tiosulfato.*®

La reaccion se sigue por espectroscopia de UV-Vis-NIR, ya que la sal

de oro presenta una banda centrada a 221 nm debida a Au (I11). Dicha banda
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desaparece a medida que la reaccién avanza, mientras aparecen dos bandas
que se corresponden con las bandas LSPR de las nanoparticulas. Una banda
aparece en el visible a alrededor de 530 nm y se debe a las nanoesferas
formadas. Otra banda aparece en la region del infrarrojo cercano (NIR)
aungque su posicién concreta va a depender de la relacion de aspecto de los
NPrs (longitud de las aristas sobre el espesor, I/a). Por lo general, el espesor
de los NPrs es constante, alrededor de 9 nm, y la banda LSPR de los NPrs
solo va a depender de la longitud de las aristas y de la posible formacion de

otras nanoparticulas planas, por ejemplo, hexagonales.

Aungue este método habia proporcionado buenos resultados en
trabajos previos del grupo, no es completamente robusto. El éxito de la
sintesis esta muy influenciado por los reactivos, el pH del agua milli-Q, la
temperatura o los reactivos.*>* Ademas, la adicién de un aditivo como el
yoduro potasico puede mejorar la selectividad de la sintesis. Por ello, para la
preparacion de los nanoprismas de diferentes tamafios se realiza una
optimizacidn de los diferentes parametros de la sintesis como el volumen de
la segunda adicion (V2), la concentracion de yoduro potasico ([KI]), el

numero de adiciones y el tiempo entre adiciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Parametros que se han estudiado en la sintesis de NPrs.

Condiciones de los experimentos
N° de .
V11 | V1-2 V2 [KI] - Tiempo entre
(mL) | (mL) | (mL) | (uM) o adiciones
Grupo 1 - Volumen 0,25x . .
22 adicion 1,2x 0 0.5% 0 2 8 min — 0 min
§ Grupo 2- Efecto KI | 1,2x 0,3x 0-5 3 8 min — 0 min
c
(<D}
- 0
g Grupq 3 N° de 0,6x 0,6x 0,3x 5 3 4 min -4 min
> adiciones
o
X -
& Grupod-Volumen | g0 70 | g3x | 5 3 | 4min-4min
e 12 adicion
K 4 min —2 min
= . :
5 Grupo5-Tiempo | 0,7x | 0,7x | 0,3x 5 3 4 min -6 min
entre adiciones 2 min — 4 min
6 min — 4 min

Este método es ideal para la preparacion de nanoprismas de diferentes
tamafios. En la sintesis de nuestro grupo, el volumen de la segunda adicion
varia entre 0,2x y 0,5x. De acuerdo con la experiencia previa del grupo, se
seleccionan dos volumenes para la segunda adicion, 0,25x y 0,5x, esperando
obtener nanoprismas con bandas de LSPR centradas a 750 y 1075 nm
respectivamente (Tabla 3, Grupo 1). En la Figura 14 se representa el espectro
UV-Vis-NIR tras 30 y 60 min, después de haber afiadido los voliumenes
0,25x y 0,5x. Pasados 60 min se obtienen espectros muy similares en la zona
NIR. Sin embargo, cuando se usa la cantidad mas baja de tiosulfato (0,25x),
la banda del precursor de oro a 221 nm no ha desaparecido lo que indica que
no se ha reducido todo el oro inicial y que la reaccion no se ha completado.
Para confirmar esta hipdtesis, se busca la reaccion de oxidacion-reduccion

formada:
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8AU" +35,0, +15H,0 —> 8AuU+6S0,” +30H’

Para una disolucién de 100 mL de precursor de oro (200 pmol
HAUCI,) se necesitan 75 umol de tiosulfato para reducir todo el Au (I11)
suponiendo que todo el agente reductor se oxida a sulfato. Sin embargo, la
cantidad de tiosulfato que se usa son 72,5 umol por lo que el agente reductor

es el reactivo limitante y es la razon por la que no se reduce todo el oro.

>
w
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Figura 14. Espectro de absorcién UV-Vis-NIR de la sintesis de los nanoprismas (NPrs)
tras las sintesis usando 0,25x (A), y 0,5x (B) mL de disolucion de tiosulfato (0,5 mM).

Para el aislamiento de estos materiales se requiere un paso de
funcionalizacion con PEG que estabiliza las nanoparticulas y se mantiene el
tamafio de las nanoparticulas lo que se confirma mediante la fijacion de la
banda de LSPR. Las NPs se funcionalizan con el mismo PEG
heterobifuncional, HS-PEG-COOH, que tiene un peso molecular de 5000
g-mol™. Se usan 0,5 mg de PEG por cada mg de NPs. Posteriormente, se
afiade NaOH hasta pH 12 para favorecer la reaccion y se sonica durante 60
min a 60 °C. Las sales disueltas y el PEG que no ha reaccionado se eliminan
por centrifugacion. Tras los lavados, se observa que la banda LSPR se ha
desplazado para ambas proporciones de disolucion de tiosulfato quedando a

850 y 1000 nm para 0,25x y 0,5x mL respectivamente (Figura 15). No
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obstante, la relacion de extincion entre los LSPR de NPrs y NSs queda por
debajo de 2. Este valor indica que existe una alta proporcion de esferas. Se

considera una sintesis como buena cuando dicho valor es superior a 3.
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Figura 15. Espectro de absorcién UV-Vis-NIR de la sintesis de los nanoprismas (NPrs)
tras las sintesis usando 0,25x y 0,5x mL de disolucion de tiosulfato (0,5 mM) (Grupo 1
en la Tabla 3), y después de funcionalizar con PEG heterobifuncional HS-PEG-COOH
de 5000 g/mol (B).

En el siguiente grupo de experimentos, se ajusta la concentracion de
reductor para que se reduzca todo el oro (Tabla 3, Grupo 2). Para ello se
aumenta el volumen de la segunda adicion hasta 0,3x, que corresponde a un
equivalente del precursor de oro. Asimismo, el yoduro en baja concentracion
ha demostrado favorecer la formacidn de nanoprismas (NPrs) en reacciones
optimizadas para los nanobastones (NRs).* En el trabajo de Ha,*® se estudid
el efecto que tienen diferentes concentraciones de yoduro en la formacion de
NPrs y NRs. Las concentraciones superiores a 2 uM evitaban la formacién
de NRs siendo 5 pM la concentracion critica para favorecer la formacion de
NPrs. Esto se debe a que los haluros se adsorben especificamente sobre
superficies de oro con bajo indice como Au (111), Au (110) y Au (100). En
consecuencia, el crecimiento de los ndcleos se produce por las otras caras.

Ademas, se demuestra que el aumento de la concentracion de yoduro
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produce un cambio en la velocidad de reaccion, favoreciendo la formacién

de NPrs mas pequefios.

Se decide estudiar el efecto del yoduro potasico para favorecer la
formacion de los nanoprismas (Tabla 3, Grupo 2). Para ello, se usan
diferentes concentraciones de KI (0, 2,5y 5 uM) obteniéndose los espectros
de la Figura 16, A. El aumento de la concentracion de yoduro favorece el
desplazamiento de la banda LSPR a menores longitudes de onda, pero la
relacion entre extinciones de LSPR de NPrs y NSs se mantuvo por debajo
1,2. Debido al interés de preparar NPrs de un menor tamario, se estabilizan
con PEG los NPrs con la banda a 950 nm que se obtienen al usar 5 uM de
KI. Tras los lavados no se produce desplazamiento en la banda de LSPR,
pero se mejora ligeramente la relacion hasta 1,3. La baja selectividad de
formacién de los NPrs se puede explicar porque la reaccion no se completa,
no todo el tiosulfato pasa a sulfato y en condiciones de baja cantidad de

reductor se favorece la formacion de NSs.
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Figura 16. Espectro de absorcion UV-Vis-NIR de la mezcla cruda tras la sintesis de los
nanoprismas (NPrs) usando diferentes volumenes de Kl 0,1 M para concentraciones
finalesde 0, 2y 5 uM (A), y espectro final tras la PEGilacion y los lavados cuando se usa
5 uM Kl (B).
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En el siguiente paso, se evalua el efecto que tiene el nimero de
adiciones para controlar la formacion de los nanoprismas (Tabla 3, Grupo
3). Previamente, nuestro grupo habia modificado el protocolo para obtener
NPrs con bandas de LSPR en longitudes de onda superiores a 1100 nm. Para
ello, la primera adicién se dividia en dos pasos (TS1-1 y TS1-2) con un
intervalo de 4 min.*? Esto produjo una mejora en el rendimiento de la sintesis
y los valores de las relaciones de NPrs/NSs eran superiores a 2. Esto se debe
a que se reduce la maxima concentracion efectiva de reductor y disminuye
la cantidad de nucleos que se forman. Se sigue este método usando nuestras
cantidades de tiosulfato y se obtiene un valor de 2 para la relacién de
extincion entre LSPR de NPrs y NS, muy superior a los 1,3 obtenidos
previamente (Figura 17, A). Sin embargo, la longitud de onda del LSPR
también aumenta. Por lo tanto, el desdoble de la primera adicion, mejora la

selectividad de la sintesis de nanoprismas, pero estos se obtienen con mayor

tamano.
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Figura 17. Espectro de absorcion UV-Vis-NIR de la sintesis de los nanoprismas (NPrs)
usando dos adiciones (1,2x + 0,3x) o tres adiciones (0,6x + 0,6x + 0,3x) (A) y diferentes
volimenes en la primera adicion (B).

Con el objetivo de obtener NPrs con buena selectividad de forma, pero
méas pequefios, se opta por utilizar 3 adiciones (selectividad) pero
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aumentando el volumen de reductor en las dos primeras con el objetivo de
formar mas ndcleos o semillas y disminuir asi el tamafio de las
nanoparticulas. Por lo tanto, se aumenta el volumen de las primeras dos
adiciones (V1-1y V1-2) de disolucion de tiosulfato de 0,6x a 0.7x (Tabla 3,
Grupo 4). El aumento de volumen de disolucion de tiosulfato desplaza la
banda a 950 nm y produce un valor de 2,3 en el cociente entre la absorbancia

de las esferas. Nos referiremos a esta sintesis como M-NPrs (Figura 17, B).

Hasta ahora se preparan NPrs con banda LSPR mayores de 950 nm.
En los experimentos en que se consigue sintetizar tamafios mas pequerios, la
relacion NPrs/NSs siempre es alrededor de 1. Se plantea como hipotesis que
un cambio en los tiempos entre adiciones podria modificar el tamafio de los
NPrs (Tabla 3, Grupo 5). Para ello, se usan las cantidades con las que se
obtienen los NPrs con LSPR de 950 nm y se seleccionan intervalos de 2,4y
6 min entre las tres adiciones, manteniendo siempre el intervalo de 4 min en
algunas de las adiciones. Un aumento en el tiempo de incubacion entre
adiciones a 6 min produce que las bandas de LSPR se desplacen a valores
por encima de 1000 nm (Figura 18). Esto se debe a que la concentracion de
reductor es mucho menor y se favorece la formacion de un menor nimero
de ndcleos. Por otro lado, la disminucion del intervalo entre adiciones a 2
min, produce una disminucién de la banda de LSPR de NPrs, tal vez por el
aumento de agente de reduccion que se afiade durante la formacion inicial de
los nucleos. Se concluye que el intervalo de adicion afecta al tamafio que
tienen estas nanoparticulas. Por tanto, la concentracion de agente reductor es

un factor clave en las fases iniciales de la reaccion.

69



Capitulo 2

0,7 TS +KI 0,7TS +KI 0,3TS +KI
—> L. —> Lo , >
AuClg™ 2-6 min eeae 2-6 min S 60min -
4 min - 2 min 6 min - 4 min
1 1 -
90,8 - 50,8 -
= 2
206 1 H 206 1
& roa &
20,4 1 \ £04 -
2 ' @
20,2 4 £ 0,2
< , <
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
1 4 min - 6 min 1 2 min - 4 min
=oa © 0,8
a_0,8 3
£0,6 -
-§ 0,6 4 8
[}
S04 £04 1
=] 7]
"] 20,2
202 =
0 . . . : 0 T : : '
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectro de absorcion UV-Vis-NIR de la sintesis de los nanoprismas (NPrs)
modificando el intervalo entre adiciones.

Con el objetivo de preparar nanoprismas con una banda LSPR en una
longitud de onda menor de 950 nm se realizan una serie de modificaciones
como el aumento de la cantidad de tiosulfato y la reduccion del nimero de
adiciones a dos. Ambas modificaciones buscan aumentar la concentracion
méaxima de agente reductor, tiosulfato y asi la cantidad de semillas que se
forman vy, asi, conseguir nanoparticulas de menor tamafio. Con esta
modificacion se obtienen unos NPrs con el LSPR centrado a 900 nm con una
relacion NPrs/NSs = 1,5. A partir de ahora nos referiremos a estas

nanoparticulas como nanoprismas pequefios o P-NPrs.

En la Tabla 4 se indican las condiciones que se utilizan finalmente para
los tres tipos de nanoprismas, mientras que la descripcion del procedimiento

se incluye en la parte experimental.
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Tabla 4. Condiciones seleccionadas para la sintesis de los nanoprismas.

Material V1-1 V1-2 V2 Kl N° de Tiempo
entre
(mL) (mL) (mL) (UM) adiciones | adiciones
P-NPrs 0,88x 0,88x 3,6 2 4 min
4 min —
M-NPrs 0,7x 0,7x 0,3x 3,7 3 4 min
4 min —
G-NPrs 0,6x 0,6x 0,3x 4 3 4 min

Los procedimientos descritos se escalaron hasta una cantidad de 40 mg
de Au (111) y se hizo una caracterizacién mas completa por UV-vis-NIR, gel
de electroforesis y TEM. Para todos los materiales preparados se aprecia la
presencia de dos bandas tal como se comenta previamente. La banda de
LSPR que corresponde a las nanoesferas se mantiene en torno a los 530 nm
en todos los casos, mientras que mediante las modificaciones de la sintesis
se ha conseguido controlar la posicion en el NIR de la banda LSPR de los
nanoprismas (Figura 19A). La relacion de NPrs/NSs se mejora al escalar el
método y alcanza valores de alrededor de 2,8 para M-NPrs 'y G-NPrs, y 2,2
para P-NPrs. Asimismo, en el gel de electroforesis se observan dos bandas,
una verde que se le asigna a los NPrs, y una rosada que se debe a las
nanoesferas. Se aprecia que al aumentar el tamafio de la nanoparticula los
NPrs tienen una movilidad electroforética menor y que los P-NPrs presentan

una banda mas estrecha debido a que tienen mejor menor dispersion.
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Figura 19. Espectro UV-vis-NIR (A) y gel de electroforesis (B) correspondiente a
nanoprismas P-NPr/NS-PEG, M-NPr/NS-PEG y G-NPr/NS-PEG, 1-3 respectivamente.
Microscopia electronica de barrido (SEM) micrografia correspondiente a P-NPrs/NS-
PEG (C), M-NPr/NS-PEG (E) y L-NPr/NS-PEG (G), respectivamente; e histogramas
correspondientes a los nanoprismas P-NPrs/NS-PEG (D), M-NPr/NS-PEG (F) y G-
NPr/NS-PEG (H) preparados, respectivamente. Las nanoesferas no se tuvieron en cuenta
para los histogramas.
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Las nanoparticulas también se caracterizaron por SEM (Figura 19),
obteniéndose longitudes de arista de 96 + 23, 110 £ 27 y 159 * 47
correspondientes a los P-NPrs, M-NPrs y G-NPrs respectivamente. En todos
los casos, se observa una polidispersidad en torno a 23-29%, mayor que en
las nanoesferas de citrato y la presencia de una gran cantidad de nanoesferas,
especialmente en el caso de P-NPrs. Esta observacion se corresponde con la
relacion NPrs/NSs anteriormente comentada. Finalmente, se ha determinado
mediante ICP el coeficiente de extincién a 400 nm en mL mg™*-cm™ para los
diferentes tamafos de los NPrs (Tabla 5). Al igual que en la nanoesferas este

valor se mantiene en torno a 11 mL-mg*-cm™.

Tabla 5. Longitud de la arista de los nanoprismas P-NPr/NS-PEG, M-NPr/NS-PEG y G-
NPr/NS-PEG respectivamente, y su masa correspondiente. Coeficientes experimentales
de extincién determinados por ICP-AES.

Longitud €400
Ent Nomenclatura LSPR del borde Masa :ip (mL-mg
(nm) (nm) (g mo ) 1_Cm—1)
1 P-NPr/NS-PEG 850 96 + 23 4,08-10° 12,5
2 M-NPr/NS-PEG 960 110 + 27 5,36-108 11,7
3 G-NPr/NS-PEG 1100 159 + 47 11,2108 9,60

2.2 Funcionalizacion de nanoparticulas con un intercalante de
ADN

2.2.1 Funcionalizacion de las nanoesferas

Para el uso de las nanoparticulas de oro en diferentes aplicaciones
biomédicas es importante controlar la funcionalizacion de la superficie de
los nanomateriales. Las moléculas que se unen modifican tanto las
propiedades coloidales de la nanoparticula — carga, estabilidad,
conformacion del polimero — como sus propiedades biologicas para
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interaccionar con receptores u otras biomoléculas. En este apartado se
estudiara la funcionalizacion de nanoparticulas de oro con un intercalante de
ADN. Se elige la doxorrubicina como modelo para nuestra aplicacion. Este
principio activo inhibe la topoisomerasa Il mediante la intercalacion en el
ADN. De esta manera se para la duplicacion y transcripcion del ADN a
ARMmM.*

La union de la doxorrubicina a la nanoparticula se realiza mediante la
formacién de un enlace amida entre la amina de la doxorrubicina y el grupo
carboxilo del PEG que recubre la nanoparticula (Figura 2). Esta reaccion no
transcurre de manera espontanea y requiere de la activacion del grupo
carboxilo mediante la reaccién con una carbodiimida (Figura 20).>° Puesto
que las nanoparticulas estan dispersas en disolucion acuosa, se utiliza una
carbodiimida  también soluble en agua, la  1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), que reacciona con el carboxilato
formando una O-acilisourea. Este intermedio no es estable y tiende a
hidrolizarse en medio acuoso formando una urea N-sustituida.®! Para obtener
un intermedio mas estable se utiliza habitualmente N-hidroxisuccidimida
(NHS).>2 Sin embargo, NHS reduce la solubilidad y estabilidad de la
nanoparticula al reducir el nidmero de cargas totales tras formarse el
intermedio de reaccion. Por lo que se opta por N-hidroxisulfosuccidimida
(sulfo-NHS) que permite preservar o aumentar la estabilidad en agua de la
suspension de los nanomateriales, al introducir cargas negativas sobre el

intermedio de reaccion.
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Figura 20. Esquema de la funcionalizacion de las nanoparticulas por activacion de los
grupos carboxilos de la superficie con EDC y sulfo-NHS.

Para la optimizacion inicial de la funcionalizacion con DOX se
seleccionan las nanoesferas de 14 nm estabilizadas con el PEG458 (NS-
PEG458). Estas nanoparticulas se han usado previamente para la
funcionalizacion con diferentes moléculas.33°3°* El tampon de activaciéon no
debe contener ninguna amina primaria o0 grupo carboxilo, puesto que
interferiria con la reaccion de EDC. Se suele optar por usar el acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (MES), ya que otros tampones como fosfato
pueden disminuir la reactividad de la carbodiimida. Se considera que la
activacion con EDC tolera un rango de pH 4-6 en reacciones con proteinas y
péptidos puesto que por encima de ese pH aumenta la velocidad de hidrdlisis

del intermedio.>®

Tras un proceso de optimizacion, se llega a un protocolo general en el
que se divide la reaccién de funcionalizacion en dos etapas. En la primera se
activan los grupos carboxilos de la superficie de las nanoparticulas con EDC
y sulfo-NHS a pH 6. Esta reaccion se realiza a 37 °C durante 30 min.
Posteriormente, se afade la doxorrubicina para funcionalizar un 10 % de los
grupos carboxilos (0,5 DOX-nm™). Los grupos que no han reaccionado se
bloquean mediante la adicion de un exceso de

tris(hidroximetil)aminometano (Tris). De esta forma se eliminan grupos
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funcionales reactivos y susceptibles de hidrolisis y se sustituyen los grupos

carboxilato cargados negativamente por grupos hidroxilos neutros.

La cantidad de doxorrubicina unida se cuantifica a partir de los
sobrenadantes mediante espectroscopia de fluorescencia ya que la
concentracion es muy baja para determinarla por espectroscopia de UV-vis.
Se calcula que se une > 99 % de DOX con respecto a la afiadida. Se sospecha
que parte de la doxorrubicina, muy hidrofoba, no se hubiera unido por
enlaces covalentes (NS-DOX, no unida) y solo estuviera adsorbida en la
superficie. Para comprobar nuestra hipotesis, se repite el mismo experimento
sin activar las NPs. En esta ocasion se une un 87 %, por lo que se comprueba
que los lavados con agua no son efectivos para retirar la doxorrubicina unida
por interacciones no covalentes. Se establecen estas condiciones con DOX
pero sin activacion con EDC o sulfo-NHS, como condiciones de control de

union inespecifica entre DOX y nanoesferas.

Con ese control se plantea cambiar la disolucion de lavado para la
eliminacion de la DOX unida no covalentemente. Se selecciona una mezcla
de KCI y Tween. De esta manera si las interacciones no covalentes son
i0nicas, las sales favoreceran la salida de la molécula. Por otro lado, si son
debidas a interacciones hidrofdbicas, el surfactante desestabilizara dichas
interacciones. Primero, Unicamente se evalla la estabilidad de las
nanoparticulas en disoluciones de KCI con diferente fuerza ionica (0,5y 0,1
M) y en PBS para las NSs que tienen unida la doxorrubicina por
interacciones no especificas y mediante enlace covalente (Figura 21). Las
NSs no funcionalizadas con DOX covalentemente son estables en las tres
disoluciones evaluadas. Sin embargo, NS-DOX se agregan irreversiblemente
en todas las concentraciones de KCI estudiadas, siendo KCI 0,1 M la mejor

disolucion de lavado. Se demuestra que las nanoparticulas funcionalizadas
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covalentemente con DOX pierden estabilidad coloidal y se requiere trabajar

con concentraciones por debajo de las probadas.

Figura 21. Estabilidad de las nanoesferas unidas por interacciones no especificas
(izquierda) y por enlace covalente (derecha).

La disolucion de KCI por encima de 0,1 M es negativa para la
estabilidad de las nanoparticulas cuando estan funcionalizadas con
doxorrubicina. Se realiza otro experimento de funcionalizacion, esta vez
usando como disolucién de lavado NaCl 10 mM + Tween 0,01%, y se
compara la estabilidad y la cantidad de doxorrubicina presente en los
sobrenadantes con respecto a un lavado con agua. Tras los lavados, las
nanoesferas con doxorrubicina unida por enlace covalente estan mas
agregadas tanto en el lavado con agua como con NaCl comparado con las
nanoesferas no activadas. Cabe destacar que el lavado con NaCl produce un
mayor desplazamiento de la banda de plasmén de 522 nm (NS-PEG458): a
529 nm con el lavado con agua y a 534 nm con el lavado con NaCl (Figura
22). La unién de la doxorrubicina se cuantifica por anélisis indirecto de los
sobrenadantes por espectroscopia de fluorescencia (Figura 22, B). No es
posible cuantificar directamente ya que la doxorrubicina se encuentra en una
baja concentracion en las nanoparticulas y las nanoesferas desactivan la
fluorescencia de las moléculas que tienen unidas.®® A partir de los controles,

es decir experimentos sin activacion de los carboxilatos y lavados con agua
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con disolucion de NaCl, se establece que los lavados con NaCl retiran casi
un 90% la doxorrubicina unida inespecificamente. Los experimentos con
activacion con EDC y sulfo-NHS permiten conocer la cantidad de DOX
unida covalentemente a las nanoparticulas que es de 87 DOX/NP (moléculas

de DOX por nanoparticula) que se corresponden con 0,14 DOX-nm™.
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Figura 22. Espectro UV-vis de las nanoesferas funcionalizadas por doxorrubicina que se
lavan con agua o disolucion de NaCl 10 mM + Tween 0.01% (A) y % de union de la
doxorrubicina a la nanoparticula medido en los sobrenadantes de los lavados por
espectroscopia de fluorescencia.

No obstante, las nanoesferas funcionalizadas con DOX no son
suficientemente estables para los tampones que se usan habitualmente en
SPRIi para estudios de hibridacién de acidos nucleicos, tales como NaCl 50
mM + MgCl, 10 mM en MES o Tris 10 mM a pH 6. Para la mejora de la
estabilidad de las nanoparticulas se plantea usar dos estrategias: disminuir la
cantidad de DOX o prescindir de la etapa de bloqueo. Se repite el
experimento de funcionalizacion sin bloquear con Tris. Con esta
modificacion se consigue un aumento en la estabilidad de las nanoparticulas,
pero tambien se reduce la cantidad de doxorrubicina que se une a los grupos

carboxilos (Tabla 6). Se concluye que no se debe bloguear con Tris las

78



Sintesis y aplicacion de nanoparticulas de oro en biosensores

nanoparticulas NS-PEG458, ya que el PEG458 no estabiliza suficientemente

la nanoparticula.

Tabla 6. Experimento de funcionalizacion con doxorrubicina bloqueando con Tris o no.
Datos de espectroscopia de UV-vis y cuantificacion de doxorrubicina por espectroscopia
de fluorescencia.

Ent. Condiciones ALspr (NM) | ALspr/Asoo | DOX unida

1 Tris, activado 526 34 71,2
2 Tris, no activado 523 3,0 12,5
3 No Tris, activado 523 4,5 47,7
4 | No Tris, no activado 523 3,7 6,5

Se ha estudiado la estabilidad de estas nanoesferas funcionalizadas con
DOX en el tampdn que se utilizara para los estudios de hibridacién en SPRi
(Tabla 6). Se deja agitando en ese medio mas de 3 horas y se observa
agregacion de las nanoesferas, quedando parcialmente adheridas a las
paredes del Eppendorf. No obstante, la estabilidad ha mejorado bastante, ya
que con el bloqueo con Tris se agregaban completamente en este medio tras
una hora de agitacion. Tras la incubacion en el tampdn optimo, se midio la
absorbancia de las muestras, obteniendo una clara disminucion de la
estabilidad tras las 4 horas de incubacién (Tabla 7). Teniendo en cuenta que
el tiempo de incubacion con el hibrido ADNss:miARN serd mas corto, se

considera que es una estabilidad adecuada.
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Tabla 7. Estudio de estabilidad de la nanoesfera con DOX en las disoluciones tampén de
hibridacion por espectroscopia de UV-vis después de 4 h. Nota: Los tampones de MES o
Tris 10 mM a pH 6 contienen NaCl 50 mM + MgCl..

Disolucion ALSPR
tampon (nm) ALspr/As00
H20 523 3,5
MES 10 mM 527 2,0
Tris 10 mM 527 2,0

Posteriormente, las nanoesferas estabilizadas con una mezcla de
PEG458 y PEG-OMe se funcionalizaron con las mismas cantidades que se
han usado para las nanoparticulas con PEG458. La banda de LSPR se
desplaza a 524 nm, pero el coeficiente de estabilidad no cambia con respecto

a las nanoparticulas no activadas (Tabla 8).

Tabla 8. Datos de la funcionalizacién de NS-PEG458-COOH/OMe-DOX Longitud de
onda de la banda de LSPR, relacion de la absorbancia de LSPR con respecto a la
absorbancia a 600 nm.

Ent. | %0Me | %COOH ’(“;f;;* EDC/sulfo-NHS | Avspr/Asoo
1 524 Activado 3,0
100 0 ;
2 524 No activado 3,0
3 522 Activado 3,3
75 25 -
4 523 No activado 3,2
5 523 Activado 3,8
50 50 -
6 524 No activado 3,3
7 523 Activado 4.4
25 75 -
8 521 No activado 43
523 Activado 4.3
2 0 100 IV.
10 524 No activado 45

Los valores del coeficiente de estabilidad indican que al aumentar la

proporcién de PEG-OMe disminuye la estabilidad coloidal de las
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nanoparticulas funcionalizadas, probablemente por la menor repulsion
electrostatica entre nanoparticulas. La estabilidad de las nanoparticulas es

mejorable en todos los casos.

Como se ha comentado anteriormente, la mejora de la estabilidad se
puede conseguir mediante el uso de cadenas alifaticas, que formen una
monocapa mas densa en la superficie. Se elige un PEG que presenta dos
grupos tioles para mejorar las interacciones con la superficie, NS-LA-
PEG922 y se trata de funcionalizar las nanoparticulas siguiendo el protocolo
optimizado anteriormente, incluyendo el bloqueo con Tris. Sin embargo, en
estas condiciones, no se consigue la funcionalizacion de NS-LA-PEG922

con doxorrubicina (Figura 23, A).
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Figura 23. Grafico de barras correspondiente a las diferentes estrategias de
funcionalizacion de las NS-LA-PEG922 (A), espectro UV-vis de las NS-LA-PEG922-
DOXYy el control sin activar (B) y gel de electroforesis (C).

Para conseguir la funcionalizacion se siguen dos estrategias: aumento
de la temperatura de reaccién a 50 °C o utilizacion de tampon borato para

81



Capitulo 2

aumentar el pH hasta 8 durante la fase de funcionalizacién. Con el aumento
de la temperatura de reaccion no se consigue la formacion del enlace amida
y se obtiene el sobrenadante con la misma cantidad de doxorrubicina que se
ha anadido (Figura 23, A). Asimismo, el aumento de pH produce una mejora
en la funcionalizacion de la nanoparticula, por lo que se seleccionan estas
condiciones para las futuras funcionalizaciones del LA-PEG922. La
funcionalizacion de estas nanoparticulas también se comprueba mediante gel
de electroforesis, en el que se observa una reduccion en la movilidad cuando
la NP esta funcionalizada covalentemente con doxorrubicina (Figura 23, C).
Una vez confirmada la funcionalizacion de las NPs, se determina su
estabilidad en Tris 10 mM (Tabla 9). En esta ocasion, se produce una bajada
menor del coeficiente de estabilidad, hasta 3,2. Se concluye que la

estabilidad de estas nanoparticulas es mucho mayor.

Tabla 9. Estudio de estabilidad de la NS-DT-PEG-DOX en las disoluciones tampon de
hibridacion por espectroscopia de UV-vis. Nota: EIl tampdn Tris 10 mM a pH 6 contiene
NaCl 50 mM + MgCl..

ALSPR
Disolucion tampén ALspr/Asoo
(nm)
H20 524 3,5
Tris 10 mM 524 3,2

Se plantea que el aumento de estabilidad podria deberse solo a la
formacion de una monocapa por la pequeiia cadena alifatica de la
nanoparticula y no a la presencia de dos grupos tiol por ligando. El estudio
con las nanoparticulas estabilizadas con el polimero comercial, HS-(CH2)10-
PEG(12)-COOH (NS-FA-PEG818) permitiria comprobar esta hipotesis

puesto que el polimero tiene solo un tiol para el anclaje. En este caso la
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funcionalizacion es efectiva a pH 6 y no es necesario el cambio de disolucion
tampon. Con la perspectiva de que el recubrimiento mas eficiente
proporcione una mayor estabilidad de las NS funcionalizadas con DOX se
prueba a aumentar la cantidad de DOX que se afiade por nanoparticula, en el
intervalo entre 5-15 pg DOX/mg NP. El aumento de la concentracion de
doxorrubicina produce un pequefio desplazamiento de la banda de LSPR
hasta 526 nm (Figura 24, B) pero el coeficiente de estabilidad se mantiene
por encima de 3 para todas las NS por lo que las nanoparticulas se mantienen

estables en el rango de cantidades de doxorrubicina estudiado (Tabla 10).
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Figura 24. Gel de electroforesis (A) y espectro UV-vis correspondiente NS-FA-PEG818
funcionalizadas con doxorrubicina diferentes concentraciones.

Sorprendentemente la movilidad de las nanoparticulas no se ve
afectada cuando se incrementa la concentracién de intercalante. Tampoco se
observa agregacion en el gel de electroforesis y las bandas permanecen
definidas (Figura 24, A). Esta tendencia confirma nuestra hipdtesis de que el
PEG estabiliza en mayor medida la NP cuando se utiliza un polimero con
parte hidrofobica cercana al grupo tiol. Cuando se cuantifica la DOX unida
a las NS a partir de los sobrenadantes se observa que se produce una
saturacion cuando se afiaden cantidades superiores a un 25% de los grupos
carboxilos (Tabla 10).
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Tabla 10. Longitud de onda del LSPR, coeficiente de estabilidad o relacion entre las
absorbancias en la banda LSPR y a 600 nm, y cantidad de doxorrubicina de la
funcionalizacion de las NS-FA-PEG818 usando diferentes concentraciones de
doxorrubicina.

Ent. | % DOX afiadida | ALspr (NM) | ALspr/Asoo | DOX/NPs | DOX-nm
1 10 523 3,8 72 0,12
2 15 523 3,5 105 0,17
3 20 524 3,7 133 0,22
4 25 526 3,6 227 0,37
5 30 526 3,4 236 0,38

2.2.2. Funcionalizacion de los nanoclUsters

Tras el éxito de la funcionalizacién con las NS-PEG, se sigue con la
funcionalizacion de los nanoclisters recubiertos con tiopronina (NC-
tiopronina). La centrifugacion no permite separar los NC-tiopronina de los
reactivos que no hayan reaccionado. Entre las alternativas a la centrifugacion
se puede optar por la diélisis®” o el uso de filtracion asistida por
centrifugacion empleando amicones.®® Los amicones son unas membranas
desechables para la ultrafiltracion asistida con la centrifugacion para la
concentracion de muestras biologicas o proteinas. Existen de diferentes
tamafos de poro de membrana y se selecciona la membrana con un tamario
de poro de 10kDa. La ventaja que tiene la separacion por Amicones es que
no requiere el uso de grandes volumenes de agua, es un método rapido y se
puede cuantificar la molécula gque no ha reaccionado mediante el analisis del
sobrenadante. En la funcionalizacion de las NS-tiopronina se usara el
acoplamiento por carbodiimida de grupo carboxilo de la molécula de

tiopronina.
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Para seleccionar las condiciones de la funcionalizacion, se realizan
unas pequefias modificaciones del protocolo de activacion de las nanoesferas
de 14 nm. Se aumenta la concentracion de NCs de 20 pmol hasta 10 nmol
(0,2 mg Au) y asi mantener la misma cantidad en masa de NPs. En trabajos
previos,>® se ha utilizado 1 mL de tampén MES 50 mM a pH 6,5 y cantidades
similares de agentes activantes (0,48 mg EDC y 0,81 mg sulfo-NHS). Se
selecciona etanolamina como agente blogueante debido a su pequefio
tamano, por el que no presentard impedimentos estéricos que pudieran influir

en la intercalacion de la doxorrubicina con la doble hebra ADN:ARN.

Se empieza funcionalizando un 5% de la superficie del NC y se
cuantifica la cantidad de doxorrubicina por medidas de fluorescencia de los
sobrenadantes. Se ha realizado un control sin activar para determinar
posibles interacciones inespecificas de la doxorrubicina. Se observa que tras
la funcionalizacion la cantidad de intercalante unido a la nanoparticula es
mayor en la funcionalizacion que en el control sin activar. No obstante, en el
control sin activacion se ha unido mucha doxorrubicina de forma
inespecifica (Figura 25, A). La estabilidad de estas nanoparticulas es superior
a las NS-PEG458 y permite el lavado con tampones fosfato y borato o con
cloruro de sodio 0,2 M. Sin embargo, ninguna disolucién tampén retira
doxorrubicina unida inespecificamente. Para confirmar que la metodologia
funciona, se realiza un gel de agarosa aumentando el porcentaje de agarosa
hasta un 4 % para aumentar la resolucion y observar las pequefias diferencias
en la movilidad.®® La movilidad de los NCs que se activaron por EDC/sulfo-
NHS es menor que la de los NCs que tienen la DOX unida inespecificamente
por lo que se concluye que la funcionalizacion esta funcionando (Figura 25,
B).
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Figura 25. Gréafico de barras correspondiente al porcentaje de doxorrubicina unida
dependiendo del blogueante usado (A), gel de electroforesis de 4% de agarosa siguiendo
el mismo orden que en el grafico (B) y espectro de UV-vis (C) de las NC-tiopronina-
DOX.

Los NC-tiopronina-DOX son estables y se pueden liofilizar para
guardarlos en la nevera para después redispersarlos en disolucion acuosa
cuando se necesitan. Se plantea si un aumento de la cantidad de
doxorrubicina afectaria a la estabilidad de las nanoparticulas, por lo que se
incrementan hasta un 10% los grupos carboxilos funcionalizados con el
intercalante (0,31 DOX-nm?). En este caso, con un aumento de la
concentracion del tampén de lavado de NaCl 1M, se pueden eliminar las
interacciones inespecificas (Figura 26, C). Tras la funcionalizacion y el
bloqueo del resto de grupos funcionales con etanolamina (Figura 26, A,
Bloqueante 1), las nanoparticulas resultantes mantienen la estabilidad y se
observa la aparicion de un hombro entre 450-520 nm, que puede deberse a
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la contribucion de la doxorrubicina unida a la nanoparticula (Figura 26, B 'y
D).
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Figura 26. Estructuras de los dos agentes bloqueantes: aminoetanol y cloruro de 2-amino-
N,N,N-trimetiletan-1-amonio (A) y espectro de UV-vis de las nanoesferas
funcionalizadas con doxorrubicina, y blogueadas con aminoetanol y 2-amino-N, N, N-
trimetiletan-1-amonio, y espectro comparativo con la doxorrubicina sin funcionalizar (B).
Resultados de la cuantificacion de la DOX unida en cada caso (C). Ampliacion del
intervalo de longitudes de onda 400-600 nm de la figura B (D).

Dado que la carga de la nanoparticula puede afectar a la interaccion de
la doxorrubicina con la doble hebra de DNA, se selecciona el cloruro de 2-
amino-N,N,N-trimetiletan-1-amonio (Figura 26, A, Blogueante 2)para que la
carga de la nanoparticula sea positiva (Figura 26 A). El blogueo con el
amonio cuaternario se realiza siguiendo el mismo protocolo que para la
etanolamina. En el espectro de UV-vis se observa la banda correspondiente
a la doxorrubicina, pero la intensidad de la banda es un poco menor. Esto se

confirma midiendo los sobrenadantes de la funcionalizacion: uniéndose un
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40% en el caso del blogueo con aminoetanol mientras que solo se une un

16% cuando se bloquea con el amonio cuaternario.

2.2.3 Funcionalizacion de los nanoprismas

En cuanto a la funcionalizacion de los nanoprismas de oro,
encontramos diferentes ejemplos en la bibliografia como la funcionalizacion
con carbohidratos,* péptidos ®° o incluso con doxorrubicina®l. En este Gltimo
ejemplo, la nanoparticula se funcionaliza con un oligonucleétido donde se
intercala la doxorrubicina. Solo cuando se irradia con un laser, la

doxorrubicina se libera y produce la muerte de las células.

Para la funcionalizacion con doxorrubicina continuamos utilizando la
activacion con EDC y sulfo-NHS como con las nanoesferas. Sin embargo,
se modifican las cantidades de reactivos siguiendo el protocolo de Pelaz et
al.*> 0,5 mg NPrs-PEG se activan con 0,5 mg de EDC y 1,5 mg de sulfo-
NHS. Tras la activacion de los grupos carboxilos se afiaden 10 nmol de
doxorrubicina para funcionalizar un 10% de los carboxilos y se dejan
reaccionar en condiciones de incubacion a 37 °C durante 2 h. Posteriormente,
se bloquean con Tris los grupos carboxilos que no han reaccionado. En la
Figura 27 se presenta el espectro UV-vis en el que se observa la presencia de
los M-NPrs-PEG (Figura 27, A) y G-NPrs-PEG (Figura 27, B) mezclados
con las NSs. Tras la funcionalizacidn las nanoparticulas son estables y no se
produce un desplazamiento de la banda LSPR ni para las NSs ni para los
NPrs. Mediante la electroforesis en gel se pueden estudiar los cambios de
movilidad de las nanoparticulas y se comprueba que tanto para los
nanoprismas como para las nanoesferas se reduce cuando se funcionalizan
con la doxorrubicina (Figura 27, D). No obstante, la cuantificacion de la

DOX en los sobrenadantes pone de manifiesto que en estas condiciones las
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cantidades de doxorrubicina que se unen a la nanoparticula son menores del

10% (Figura 27, C).
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Figura 27. Espectro de UV-vis de los M-NPrs-PEG (A) y G-NPrs -PEG (B) tras la
funcionalizacion con doxorrubicina. Grafico de barras de la cuantificacion de
doxorrubicina en el sobrenadante (C) y gel de electroforesis (D) correspondiente a la
funcionalizacion de los M-NPrs-PEG.

2.3 Uso de nanoparticulas de oro como amplificadores de la

sefnal de SPR

Inicialmente, se comienza el estudio de amplificacion de SPRi con las
NS-PEG458-DOX, que presentaban baja estabilidad en los tampones de
hibridacion. Se analiza la secuencia de miR422 que se ha sugerido como
potencial biomarcador de esclerosis multiple.®%®3 En distintas posiciones del
SPRi se colocan un ADN complementario de miARN422 y una hebra de poli

A de la misma longitud que actia como control negativo para analizar las
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posibles interacciones inespecificas de la cadena de miARN o las
nanoparticulas. Se afiade la secuencia de miARN en tampon PBS 10 mM+
Tween 0,01% (Figura 28, A). En el control no se produce una variacién en
la sefial lo que indica que no hay interacciones no especificas del analito ni
con la superficie del sensor ni con poli A. Sin embargo, la adicién de
miARNA422 (analito), complementario a la hebra de DNA unida en el sensor
(sonda de captura), si que produce un cambio en la sefial SPR como resultado
del emparejamiento de la sonda de captura con miARN422. Posteriormente,
se aflade doxorrubicina 500 nM, lo que produce el aumento esperado de la
sefial al intercalarse en la doble hebra de acidos nucleicos. En el control no
hay variacion en la sefial lo que indica que tampoco hay interaccion no
especifica de DOX con la sonda de captura o la superficie del sensor.
Posteriormente, se lava el sensor para retirar la DOX sin romper el
emparejamiento entre la sonda de captura y el analito, y se afiade NS-
PEG458-DOX. En este caso hay un cambio en la sefial tanto en el
experimento como en el control, lo que indica que hay interacciones no
especificas. EI cambio es una disminucion, que puede deberse a una
interaccién no deseada entre el plasmon de la superficie del sensor y el

plasmon localizado de superficie de las nanoparticulas.
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Figura 28. Amplificacion de la sefial de SPRi de NS-PEG458-DOX en tampdn PBS 10
mM+ Tween 0,01%. (A) Amplificacion de la sefial de SPRi a diferentes concentraciones
de NS-PEG458-DOX en tampon Tris 10 mM+ NaCl 50 mM + MgCl, 10 mM (B). Nota:
Las flechas de la Figura indican el momento de adicion de cada componente (miARN422,
DOX y NS-PEG-DOX).

Para tratar de mejorar la conjugacion de las NS-DOX con la doble
hebra de acidos nucleicos se sustituye el tampon PBS por Tris 10 mM+ NacCl
50 mM + MgCl, 10 mM (Figura 28, B). El cambio de tampon no afecta a la
hibridacion ADN:ARN. Cuando se afiaden las nanoparticulas se produce un
aumento de hasta dos veces de la sefial. Sin embargo, el incremento no es

especifico ya que la sefial en la posicion de poli(A) aumenta en las mismas
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unidades. Se piensa que un cambio de recubrimiento podria mejorar la
interaccion de las nanoparticulas con las cadenas de ADN. Para el siguiente
experimento, se cambia la estrategia para determinar la amplificacion de la
sefial de SPR. En esta ocasion, se afiaden las nanoparticulas sobre la
superficie funcionalizada solo con la sonda de captura para evaluar las
interacciones inespecificas de las nanoparticulas. A continuacién, se lava
para retirar las nanoparticulas y se afiade la cadena de miARN. Finalmente,
se afladen otra vez las nanoparticulas y se determina la amplificacién de la

sefal (Figura 29).

1) Solo NPs 2 7
(adsorcion) ADN-2
Sustrato SPRi

con ADN de captura

28 2

2) Solo miARN /
ADN 2
Sustrato SPRi
con ADN de captura
3) miARN + NPs g% %
(amplificacion) ADN-2
Sustrato SPRi

con ADN de captura

Figura 29. Estrategia aplicada para determinar la amplificacion de la sefial de SPRi. En el
primer paso, se afladen las nanoparticulas al sustrato con ADN de captura para determinar
las interacciones inespecificas. Posteriormente, se lava, se afiade la hebra de miARN para
que hibride con el ADN de captura para determinar el aumento de sefial sin
nanoparticulas. Finalmente, se afiaden las nanoparticulas y la hebra de miARN para
estudiar la amplificacion de la sefial de SPRIi.
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En la Figura 30, se muestran los resultados para las diferentes
nanoesferas de oro. En esta ocasion, se han utilizado tres cadenas de miARN:
mMiARN422, miARN572 y miARN126. Esta ultima secuencia es de control
y no deberia producirse incremento de la sefial de SPR. En un primer paso,
se afiaden las nanoparticulas para evaluar interacciones no especificas con la
superficie del sensor y la sonda de captura cuando no ha habido deteccion de
analito. Se puede observar que los NCs-tiopronina-DOX tienen fuertes
interacciones inespecificas puesto que producen un cambio de la sefial. Por
el contrario, los materiales derivados de NS apenas producen cambio de
sefial salvo en el caso de NS-FA-PEG818-DOX para las que la sefial
disminuye. El hecho de que las NS a diferencia de los NCs-tiopronina estan
siempre recubiertas de PEG, polimero con caracter antiadherente, podria
explicar esta diferencia en el comportamiento. Sorprendentemente, para los
NC-tiopronina se observa un cambio menor con el blogueante 2, que tiene
una carga positiva que en principio deberia aumentar la interaccion no

especifica, en este caso idnica, con la sonda de captura.
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Figura 30. Amplificacion de la sefial de SPRi con nanoesferas funcionalizadas con
doxorrubicina segun la secuencia de adiciones y lavados que se indica en la Figura 29.

Después de lavar la superficie para retirar las nanoparticulas, en un

segundo paso se afiade la disolucién de analito. Como es de esperar en los

casos en los que el analito se corresponde con la sonda de captura

(miARN572 y miARN422) hay un aumento de sefial mientras que en el

control negativo no hay variacion. Una vez que se ha producido el

reconocimiento del analito, se afiaden las nanoparticulas funcionalizadas con

DOX para evaluar si se produce amplificacion de sefial.
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Con respecto a las NS, la disminucion de la carga de la nanoparticula
utilizando cadenas PEG-OMe no produce una mejora de la sefial de SPR.
Probablemente esto es consecuencia de que la doxorrubicina se encuentre

aln menos expuesta.

Para las nanoparticulas recubiertas con NS-FA-PEG818 o NS-LA-
PEG922, se produce una interaccion casi nula con la superficie del sensor,
lo que puede deberse a que, debido a su hidrofobicidad, la doxorrubicina
interaccione con la parte alifatica del recubrimiento y en consecuencia no se

encuentre nada expuesta.

Por otro lado, NC-tiopronina-DOX si proporcionan un aumento de la
interaccion de la nanoparticula con la doble hebra ADN:ARN gue excede el
observado por interacciones no especificas con la superficie del sensor y la
sonda de captura. Aunque la amplificacion de sefial en el control denota que
existen interacciones inespecificas, la amplificacion para los analitos
MIARNS572 y miARN422 es hasta 2 veces superior. La mejora en la
amplificacién se puede explicar por dos motivos. En primer lugar, el
recubrimiento de los nanocluster con una molécula pequefia como la
tiopronina hace que la doxorrubicina esté mas accesible para interaccionar.
Por otro lado, el menor tamafio de los NC comparado con las NS podria

favorecer que se uniera un mayor numero de nanoparticulas.

En la Figura 31, se presentan los sensogramas de los nanoprismas de
oro M-NPrs-PEG-DOX y G-NPrs-PEG-DOX. Cuando se utiliza una
concentracion 0,25 OD de estas nanoparticulas, no se produce interaccion
con las cadenas de ADN. Un aumento de concentracion hasta 0,5 OD
produce una interaccion de las nanoparticulas con las cadenas de ADN que
se traduce en una disminucién de la sefial de SPR, tal vez porque los NPrs
estén interaccionando con el angulo de refraccion del laser. Este resultado

preliminar y el hecho de que el material es una mezcla de nanoesferas y
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nanoprismas de oro provoca que no se siga con estos experimentos. Para
futuras aplicaciones seria interesante que estos materiales se pudieran

separar y ver el efecto unicamente de los NPrs.
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Figura 31. Amplificacion de la sefial de SPRi con nanoprismas funcionalizados con
doxorrubicina M-NPrs-PEG-DOX (izquierda) y G-NPrs-PEG-DOX (derecha), a dos
concentraciones diferentes 0,25 OD (A) y 0,5 OD (B).

Nuestros experimentos muestran que la doxorrubicina es eficaz para
amplificar la sefial de SPR de forma especifica (Figura 28). Sin embargo,
cuando se encuentra unida a las nanoesferas o no se observa amplificacion
(NS) o esta no es especifica. Después de los experimentos realizados

creemos que esto puede deberse a tres efectos.

1) La DOX no esté expuesta para intercalarse porque esté inmersa en

el recubrimiento de la NP debido a su caracter hidréfobo;

2) Las interacciones no especificas en el caso de NC-tiopronina en los

cuales la DOX si que estaria expuesta.
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3) Interaccion negativa del plasmon localizado de superficie de las
nanoparticulas con el plasman de la superficie del sensor como se aprecia en

algunos de los experimentos de control.

Para una mejora en la amplificacién de la sefial se necesitan moléculas
que presenten mayor selectividad por el hibrido ADN:ARN y con una masa
molecular mayor, de forma que la molécula quede necesariamente expuesta.
En este sentido, en el marco del mismo proyecto, se ha estudiado la
posibilidad de usar un anticuerpo que reconozcan el hibrido ADN:ARN
(anticuerpo monoclonal anti-hibrido ADN:ARN). Los estudios son parte de
los resultados de una tesis doctoral® y un articulo.®® En este caso el reactivo
de amplificacion sigue siendo universal puesto que el anticuerpo puede
detectar cualquier hibrido ADN:ARN. Para la union de las nanoparticulas al
anticuerpo se utiliza la quimica de afinidad con neutravidina unida a las
nanoparticulas y el anticuerpo biotinilado (Figura 32). En este estudio
observamos que el anticuerpo era capaz de amplificar la sefial hasta 10 veces.
Cuando se utilizaba la conjugado nanoparticulas con el anticuerpo unido a la
neutravidina se obtuvo una amplificacion de hasta 24 veces de la sefial. Se
determin6 que el limite de deteccion LOD para diferentes secuencias de
MIARN (miR-422, miR-223, miR-126 and miR-23a). Dichas secuencias son
potenciales biomarcadores de la esclerosis multiple.®2%® Se obtuvieron
valores de LOD en el rango de pM (0,55 pM para miR422, 0,88 pM para
miR-223, 1,19 pM para miR-126 y 1,79 pM para miR-23a). Los resultados
apuntan a que las diferentes cadenas no afectan a la estrategia de

amplificacion universal.
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Figura 32. Representacion esquematica de la estrategia usada para la deteccién simple y
multiple de miARN usando las nanoparticulas funcionalizadas con un anticuerpo.®®

3. CONCLUSIONES

En este capitulo se han preparado nanoparticulas de dos formas,
nanoesferas y nanoprismas, y cada una de ellas en diversos tamafos. Para la
preparacion de nanoesferas monodispersas de 2,5+ 0,5y 14 + 1 nm se han
utilizado las sintesis de Murray y Turkevich respectivamente.
Posteriormente, en las nanoesferas estabilizadas por citrato este se ha
sustituido por diversos PEG para aumentar la estabilidad. Se ha comprobado
que la presencia de un fragmento alifatico cercano al tiol aumenta la
estabilidad coloidal de estas nanoparticulas, probablemente al proporcionar
un recubrimiento mas denso. Por otro lado, se ha hecho una optimizacion del
método de sintesis de los nanoprismas, que no requeria el uso de ningln
surfactante. Modificando una serie de parametros como la cantidad de
reductor y el nimero de adiciones, se han desarrollado métodos de sintesis

para tres tamaros de NPrs.

Posteriormente, todos los tipos de nanoparticulas se han
funcionalizado con un intercalante de ADN mediante el acoplamiento por
98



Sintesis y aplicacion de nanoparticulas de oro en biosensores

carbodiimida. En el caso de las nanoesferas estabilizadas con PEG, la
presencia de una parte alifatica en el recubrimiento es crucial para mejorar
la estabilidad del material y aumentar la cantidad de doxorrubicina unida a
cada nanoparticula. Los nanocluster de oro presentan una mayor estabilidad
que las nanoesferas después de la funcionalizacion con el intercalante.
Asimismo, los NPrs presentaban un poco de agregacion tras las

funcionalizaciones con doxorrubicina.

Finalmente, la estrategia de amplificacion de la sefial de SPR mediante
la funcionalizacion de nanoparticulas con doxorrubicina no presento buenos
resultados, produciéndose amplificacion de la sefial Gnicamente cuando se
utilizaban los NC-tiopronina-DOX. Este resultado pone de manifiesto la
importancia de la presentacion espacial de la molécula unida a la
nanoparticula, que en este caso hace dificil la interaccion de la DOX con el
hibrido ADN:ARN. Por otro lado, los nanocluster funcionalizados con
intercalante presentan baja especificidad en la aplicacion, ya que
interaccionan con la sonda ADN aunque no se haya formado el complejo de
doble hebra. Ademas, para las NS y NPrs, los resultados indican en algunos
casos se puede producir una interaccion entre el plasmén localizado de
superficie de la NP y el plasmon de la superficie del sensor y que esta

interaccidn es negativa para nuestra aplicacion.

La hidrofobicidad de la DOX hace que probablemente no esté
suficientemente expuesta para la interaccion con el hibrido ADN/ARN por
lo que no se produce una amplificacion especifica de la sefial. Una alternativa
es cambiar de estrategia para el reconocimiento del complejo de doble hebra.
Para la ejecucion del proyecto finalmente se empled un anticuerpo
monoclonal anti-hibrido ADN:ARN. El anticuerpo es naturalmente estable
en disolucidn acuosa y ademas demasiado grande para quedar oculto por el

recubrimiento de PEG, por lo que queda expuesto para interaccionar con el

99



Capitulo 2

hibrido ADN:ARN. Esta estrategia tuvo éxito y los resultados se han
publicado en un articulo cientifico y en la tesis doctoral del Dr. Alvaro

Artiga.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipos

El yoduro de potasio (KI), el cido nitrico al 65%, el acido clorhidrico
al 37%, el acido sulfarico al 96%, metanol, etanolamina, &cido aceético
glacial, tris(hidroximetil)aminometano, cloruro de magnesio hexahidratado
(MgCl,-6H,0) y el peréxido de hidrégeno al 33% se compraron de Panreac®.
HS-C,;H;-CONH-PEG-0O-C3Hg-COOH (MW = 5000 g/mol, HS-PEG-
COOH) se adquiri6 de Rapp Polymere. ElI acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico (MES) se adquirio de Alpha Aesar. El acido
tetracloroaurico (I11) (HAuCl; xH,0) se adquirié de Strem Chemicals.
Hidréxido de sodio (NaOH), tiosulfato de sodio (Na;S,0s), borohidruro
sodico (NaBH,), tetraborato de sodio decahidratado (Na,B,O7-10H,0) sal de
sodio de N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), clorohidrato de
doxorrubicina, clorohidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida
(EDC), cloruro de 2-amino-N,N,N-trimetiletan-1-amonio, dodecilsulfato de
sodio (SDS) y citrato de sodio tribasico dihidratado se compraron a Sigma-
Aldrich y se utilizaron como se recibieron. HS-PEG8-COOH, HS-FA-
PEG12-COOH y HS-PEG7-OMe se adquirieron de Iris Biotech. Antes de su
uso en la sintesis de nanoparticulas de oro, toda la cristaleria se lavo con agua
regia (1:3 vol/vol &cido nitrico, 65%: acido clorhidrico, 37%) y se enjuagé a
fondo con agua Milli-Q de Millipore Q- Sistema POD®.

Los espectros UV-Vis-NIR se adquirieron usando un
espectrofotometro Cary 50 Probe® de Varian. Las iméagenes de microscopia
electronica de barrido (SEM) se registraron usando un SEM Inspect F50 de
emision de campo con un sistema EDX INCA PentaFETx3 (FEI Company,
Eindhoven, Paises Bajos) en un rango de energia entre 0-30 keV. (FEI

Europa, Eindhoven, Paises Bajos) trabajando a 200 kV. Las imagenes de
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microscopia electronica de transmision (TEM) se recolectaron usando un
FEI Tecnai T20 (FEI Company, Eindhoven, Paises Bajos) trabajando a 200

KV. Para preparar las muestras de TEM.

Para la determinacion de los rendimientos de sintesis y purificacion,
se midié la concentracion de oro mediante Espectroscopia de Emision
Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES) utilizando un
instrumento Horiba Yobin Activa (Horiba Scientific, Francia) en el Servicio

Central de Andlisis de Bizkaia (Leioa, Espafia).

Las medidas de fluorescencia en el caso de la doxorrubicina se
hicieron con un espectrometro de fluorescencia, LS 55 (Perkin-Elmer, Reino

Unido) equipado con una lampara de xendn como fuente de excitacion.

4.2 Sintesis de nanoesferas

4.2.1 Sintesis de los nanocluster de 3 nm (NC-tiopronina)

En un matraz de 50 mL que contiene 20 mL de una mezcla
MeOH:AcOEt (6:1), se afiaden 150 mg de HAuCl, (0,044 mmol) y 190 mg

de tiopronina (0,12 nmol) y se agita la mezcla.

Posteriormente, se adicionan 30 mg de NaBH, (0,793 mmol) en 7,5
mL de agua Milli-Q. Al aiadir el reductor la mezcla se oscurece y se observa
la formacién de burbujas. La mezcla se deja agitando 30 min. Pasado ese

tiempo, se evapora el disolvente a presion reducida a 40 °C.

El crudo se purifica por dialisis. Primero se disuelve en 20 mL de agua
Milli-Q y se ajusta el pH a 1, afiadiendo gota a gota una disolucion de HCI 2
M. A continuacion, se coloca la disolucion resultante en una membrana de
celulosa para dialisis (Sigma, MWCO 10.000) y la membrana se coloca en

un vaso de precipitados de 5 L. El vaso se llena con agua Milli-Q hasta los 4
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L. El agua del vaso de precipitados se cambiaré tres veces al dia durante tres

dias.

Tras la purificacion, la disolucion resultante se liofiliza y se obtienen

66,2 mg de NC-tiopronina.

4.2.2 Sintesis de las nanoesferas (NS-cit)

En un matraz de dos bocas de 500 mL, previamente lavado con agua
regia y enjuagado con agua Milli-Q, envuelto en papel de aluminio, se
afiaden 11,7 mL de HAuCIl, 20 mM (79,5 mg, 0,234 mmol) y se diluye en
183 mL agua Milli-Q. La disolucién se calienta a ebullicion con agitacion.
Posteriormente, se afiade una disolucion de 240 mg de citrato de sodio
dihidratado (0,816 mmol) en 5 mL. Se deja agitando 30 min a 100 °C.
Finalmente se deja enfriar a temperatura ambiente. Se obtiene de una

disolucion de color rojo.

4.2.3 Estabilizacion de las nanoesferas de citrato con PEG (NS-PEG)

En tubo Falcon de 50 mL (estéril, envuelto en papel de aluminio), se
mezcla 10 nM de NS-Cit, 0.028% SDS, HS-PEG-COOH, NaOH hasta una
concentracion final de 25 mM en un volumen total de 50 mL. La mezcla se
deja agitando durante 16 h. Luego de la incubacién, se lava 3 veces con agua
Milli-Q por centrifugacion (Tabla 11). Al finalizar el Gltimo paso de
centrifugacion, el pellet de nanoparticulas se resuspende en 5 mL de agua
Milli-Q.

Tabla 11. Condiciones de centrifugacion de las NS-PEG
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Condiciones de
Ent. PEG _ .
centrifugacion
1 PEG458/PEG-OMe 16000 g, 4 °C, 30 min
2 LA-PEG922 16000 g, 4 °C, 45 min
3 FA-PEG 818 16000 g, 4 °C, 40 min

4.3 Sintesis de los nanoprismas

4.3.1 Método de sintesis de los P-NPrs

A una disolucién de 200 mL de HAuCl,; 2 mM (136 mg, 400 pmol) se
afiaden 176 mL de una disolucion acuosa de Na,S;03 0,5 mM (14 mg, 88
umol) que contiene 20 pL de KI 0,1 M (0,33 mg, 2 umol). La adicién de
tiosulfato se hace de manera lenta, pero continua durante 30s. Tras 4 min, se
afiaden lentamente 176 mL de una disolucion acuosa de Na;S;03 0,5 mM
(14 mg, 88 umol) y la mezcla resultante se deja reaccionar durante 1 h a

temperatura ambiente.

4.3.2 Método de sintesis de los M-NPrs

A una disolucién de 200 mL de HAuUCI; 2 mM (136 mg, 400 umol) se
afiaden 140 mL de una disolucion acuosa de Na,S;03 0,5 mM (11 mg, 70
umol) que contiene 10 pL de KI 0,1 M (0,16 mg, 1 umol). La adicién de
tiosulfato se hace de manera lenta, pero continua durante 30s. Tras 4 min, se
afiaden otros 140 mL de Na;S;03 0,5 mM (11 mg, 70 pumol) que contiene 10
uL de KI 0,1 M (0,16 mg, 1 pumol). Se esperan otros 4 min y se afiaden
lentamente 60 mL de Na;S;0; 0,5 mM (4,7 mg, 30 pumol) y la mezcla

resultante se deja reaccionar durante 1h a temperatura ambiente.
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4.3.3 Método de sintesis de los G-NPrs

A una disolucién de 200 mL de HAuUCI,; 2 mM (136 mg, 400 pmol) se
afiaden 120 mL de una disolucion acuosa de Na,S,03; 0,5 mM (9,2 mg, 60
umol) que contiene 10 pL de KI 0,1 M (0,16 mg, 1 umol). La adicién de
tiosulfato se hace de manera lenta, pero continua durante 30s. Tras 4 min, se
afiaden otros 120 mL de Na,S,03 0,5 mM (9,2 mg, 60 pumol) que contienen
10 pL de KI 0,1 M (0,16 mg, 1 umol). Se esperan otros 4 min y se afaden
lentamente 60 mL de Na;S;03; 0,5 mM (4,7 mg, 30 pumol) y la mezcla

resultante se deja reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente.

4.3.4 PEGilacion de los P-NPrs, M-NPrs y G-NPrs con HS-PEG (5 kDa)-
COOH

Se afiade una solucion de HS-PEG-COOH (ac.) A NPrs con una
relacion PEG:nanoprismas de 2:1 (en mg). Despues de eso, el pH se eleva a
12 con la adicién de NaOH acuoso (2 M). Finalmente, la solucion se sonica
durante 1 hora a 60 °C para completar el recubrimiento con PEG. Los
nanoprismas resultantes se centrifugan a 5500 rcf durante 15 minutos a
temperatura ambiente para eliminar los reactivos sin reaccionar y los
subproductos no deseados. Mientras se desecha el sobrenadante, el
precipitado se resuspende en el mismo volumen de agua y se realizan dos
etapas de lavado adicionales con agua Milli-Q usando las mismas

condiciones.

4.4Funcionalizacion de las nanoparticulas con doxorrubicina

4.4.1 Funcionalizacion de las NS-PEG con doxorrubicina
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20 pmol de NS-PEG disuelta en agua se activaron con 40 ug de EDC
y 61 pg de sulfo-NHS en 1 mL de tampén MES 10 mM pH 6 durante 30
minutos a 37 °C. Las NS-PEG activadas se incubaron con diferentes
cantidades de doxorrubicina durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente,
se afladieron 14 pg de tris(hidroximetil)aminometano (120 nmol) para
bloquear los grupos carboxilicos activados restantes durante otras 2 h a
temperatura ambiente. Los NPs funcionales se centrifugaron 6 veces a 16000
g a4 °Cdurante 30 min (PEG458 0 45 min para LA-PEG922 0 FA-PEG818).
Tras los primeros tres lavados las NPs se resuspendieron con una disolucion
de NaCl 10 mM + Tween 0,1% y los siguientes tres lavados con agua Milli-

Q. Las nanoparticulas se resuspendieron en 500 pL de volumen final,

4.4.2 Funcionalizacion de los NC-tiopronina con doxorrubicina

0.2 mg de NC-tiopronina se activaron con 48 ug EDC y 81 pg sulfo-
NHS en 1 mL de tampon MES 10 mM pH 6 durante 30 minutos a 37 °C.
NC-tiopronina activadas se incubaron con diferentes cantidades de
doxorrubicina durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron
68 pg de etanolamina (700 nmol) o 122 ug de cloruro de (2-
aminoetil)trimetilamonio hidrocloruro (700 nmol) para bloquear los grupos
carboxilicos activados que no hubieran reaccionado durante otras 2 h a
temperatura ambiente. Los NC-tiopronina-DOX se centrifugaron 6 veces en
Amicon de 10 kDa a 4000 g durante 10 min. Tras los primeros tres lavados
las NPs se resuspendieron en 2 mL de una disolucion de NaCl 1M + Tween
0,1% vy tras los otros tres lavados, con agua Milli-Q. Las nanoparticulas se

resuspendieron en 500 pL de volumen final.

4.4.3 Funcionalizacion de los nanoprismas (NPrs-PEG-DOX)
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0,5 mg de 1100NPrs-PEG o G-NPrs-PEG se activaron con 48 ug de
EDC y 81 ug de sulfo-NHS en 1 mL de tampén MES 10 mM pH 6 durante
30 minutos a 37 °C. Los NPrs-PEG activados se incubaron con diferentes
cantidades de doxorrubicina durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente,
se afladieron 14 pg de tris(hidroximetil)aminometano (116 nmol) para
bloquear los grupos carboxilicos activados restantes durante otras 2 h a
temperatura ambiente; Los 1100NPrs-PEG-DOX se centrifugaron 3 veces a
2414 g durante 10 min. Los lavados de las nanoparticulas son en agua.

Finalmente, las nanoparticulas se resuspenden en 500 pL de volumen final.

4.5 Caracterizacion de los materiales

4.5.1 Preparacion de disoluciones para espectroscopia de UV-vis-NIR,
TEMy SEM

Para preparar las muestras para los espectros de absorcion UV-vis-
NIR, la solucién de NP (20 pL, 1 mg mL™t) se mezclé con 980 pL agua. Los
espectros de absorcion se registraron en una cubeta de cuarzo (0,2 cm x 1

cm, camino 6ptico = 0,2 cm).

Para preparar las muestras SEM, la solucion de NPrs (3 pL, 0,03
mg/mL) se depositd en una oblea de silicio y se dejo secar. La longitud del

lado de los NPrs se midid usando el software ImageJ.

Para preparar las muestras de TEM, la solucion de NPs (3 pL, 0,03
mg/mL) se vertid en una gradilla de TEM y se dejo secar. El tamafio de

particula se midio usando el software ImageJ.
4.5.2 Preparacion de los geles de electroforesis

Para los geles de electroforesis, NS-PEG mezcladas con disolucion
acuosa de glicerol (10 pL, 1 pmol de NSs en glicerol 10%) se cargan en un
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gel de agarosa 1% que esta inmerso en disolucion de tampon Tris-borato-
EDTA (TBE) 0,5% en una cubeta de electroforesis. La separacion

electroforética se realiza a 100 V durante 1h.

NC-tiopronina mezclados con disolucién acuosa de glicerol (10 L,
10 pg de NCs en glicerol 10%) se cargan en un gel de agarosa 4% que esta
inmerso en una cubeta de electroforesis llena de disolucion TBE 0,5%. La

separacion electroforética se realiza a 90 V durante 30 min.

1100NPrs-PEG mezclados con disolucion acuosa de glicerol (10 L,
10 pg de NSs en glicerol 10%) se cargan en un gel de agarosa 0,7% que esta
inmerso en una cubeta de electroforesis llena de disolucion TBE 0,5%. La

separacion electroforética se realiza a 120 V durante 1h.

4.5.3 Rendimiento de la sintesis de los nanoprismas por Espectroscopia

de Emisién Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES)

Para la determinacion de los rendimientos de sintesis de las
nanoparticulas, se midido la concentracion de oro mediante ICP-
Espectroscopia de emision atdbmica (AES) Las muestras se transfirieron a
viales Eppendorf para la digestion acida. Para digerir las muestras, se
trataron con 100 pL de solucidn de piraiia (3:1 vol/vol; acido sulfurico, 96%:
peréxido de hidrégeno, 33%) durante 15 minutos a temperatura ambiente
seguido de 300 pL de agua regia (1:3 vol/vol; acido nitrico, 65%: acido
clorhidrico, 37%) durante 2h a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se incubaron a 60 °C durante 15 minutos y se diluyeron con agua
Milli-Q a 20 mL. Todas las muestras fueron preparadas por triplicado y
evaluadas por ICP-AES (Espectroscopia de emision atdbmica con Plasma
Acoplado Inductivo utilizando un instrumento Horiba Yobin Activa (Horiba
Scientific, Francia) en el Servicio Central de Andlisis de Bizkaia (Leioa,

Espafia).
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4.5.4 Cuantificacion de moléculas en el sobrenadante

Para el ensayo de Ellman, se afiaden 55 pL de tampon Trisa pH 8, 218
uL de muestra y 55 uL. DTNB (4cido 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico)) en
acetato de sodio 50 mM. Se deja reaccionar durante 5 min y se mide la

absorbancia a 412 nm.

Para las medidas de fluorescencia de la doxorrubicina, se selecciond
una apertura de la banda de absorcion y de excitacion de 7.5 nm, y una
velocidad de barrido de 800 nm/min. La doxorrubicina se excitdo a 473 nmy
se recogio la fluorescencia a 592 nm. Las muestras se colocaron en una
cubeta Hellma 105.251-QS con un camino optico de 3 x 3 mm y se

analizaron 500 pL de muestra.
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Evaluacion de nano-bio-interacciones de NPs recubiertas con DOX

1. INTRODUCCION

Actualmente, la mayoria de los farmacos utilizados para medicina son
moléculas organicas pequefias. Frecuentemente, estas moléculas muestran
una baja solubilidad en disolucién acuosa y un transporte deficiente a la
diana terapéutica, que son las causas de mas del 40 % de fracasos en el
desarrollo de farmacos.! El desarrollo de métodos efectivos de transporte y
liberacion de farmacos permitiria utilizar moléculas que son activas en la

diana terapéutica pero que no pueden alcanzarla in vivo.

Diferentes tipos de quimioterapia estan aprobados para tratamiento del
cancer. Sin embargo, los efectos secundarios de estos farmacos son muy
perjudiciales para la salud y pueden llevar a la muerte debido a cambios
fisioldgicos en el tejido sano. Ademas, el impacto psicoldgico que producen
los sintomas de los efectos secundarios es notorio. Asimismo, la
administracidn directa de farmacos anticancerigenos se encuentra limitada
por una rapida eliminacion del farmaco, citotoxicidad no especifica, baja
biodisponibilidad y la existencia de tumores resistentes a multiples
farmacos.! Para resolver estas limitaciones, se han disefiado transportadores
de farmacos en la nanoescala que incluyen nanoparticulas metalicas,
liposomas, materiales ceramicos, y micelas poliméricas.! Los sistemas de
transporte de farmacos no solo sirven para proteger principios activos
sensibles a la degradacion o para solubilizarlos en el medio biologico.
Ademas. pueden mejorar su eficacia al aumentar su biodisponibilidad,
prolongando su tiempo de circulacion y posibilitando su direccionamiento
hacia el tejido diana.® En esta tesitura, los sistemas estan disefiados para el
control de la liberacion y la absorcion del farmaco en una parte especifica
del cuerpo.?* Asimismo, se reducen mas los efectos secundarios del farmaco
y se maximiza su eficacia al aumentar la concentracion efectiva de farmaco
en el tejido o célula diana durante un periodo de tiempo especifico. Las
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nanoparticulas se han desarrollado como transportadores de diversos tipos
de moléculas como factores de crecimiento, genes, agentes antimicrobianos,
agentes antinflamatorios o anticuerpos.>® Para el direccionamiento a la diana
terapéutica se han utilizado dos estrategias principales:’ el direccionamiento

pasivo y el direccionamiento activo.

Por un lado, en el direccionamiento activo, las nanoparticulas se
funcionalizan con biomoléculas capaces de interaccionar con receptores
bioldgicos especificos de un tejido o tipo celular, tales como anticuerpos,
moléculas pequefias o péptidos.® Los péptidos participan en muchos
mecanismos fisioldgicos importantes y controlan casi todas las funciones
vitales en humanos incluyendo sistema inmune, digestion, metabolismo,
reproduccion, respiracion, y sensibilidad al dolor.® El direccionamiento

activo se abordara en detalle en el Capitulo 5.

Por otro lado, en el direccionamiento pasivo el tamafio de las
nanoparticulas hace que se acumulen preferentemente en un tejido o en una
célula. En el caso de los tumores, se ha descrito que su fisiologia y estructura
anormal los hacen mas permeables a las nanoparticulas que los tejidos sanos
debido al tamafio de estas. Ademas, las nanoparticulas quedarian retenidas
en los tumores también debido a su tamafio. Este fendmeno se ha
denominado permeabilidad y retencion aumentada (EPR). Como
consecuencia del EPR en el tumor, los efectos secundarios serian menores

ya que los tejidos sanos estarian menos expuestos al farmaco.

Asimismo, el recubrimiento de la nanoparticula se puede utilizar para
evitar o posponer la eliminaciéon por el sistema fagocitico mononuclear
(SFM).” Asi, se puede prolongar el tiempo de circulacion de la nanoparticula

y, en principio, aumentar la probabilidad de que se produzca el

“El sistema fagocitico mononuclear se encuentra integrado por células de todo el organismo, y su
misién principal es destruir por fagocitosis particulas extrafias, microorganismos, toxinas, etc.
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direccionamiento pasivo por EPR.X Esta estrategia también depende de
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas como el tamario, la carga y
la superficie.!'? El tamafio y la forma tienen una gran influencia en la
captacion celular. EIl grupo de Chitharani investigd la internalizacién de
nanoesferas (NSs) de oro de 14, 50 y 74 nm en células Hela. Las
nanoparticulas de 50 nm presentaron mayor eficiencia en la internalizacion
por esta linea celular.’® Este grupo observé que las nanoesferas se
internalizaban 500 veces mas que los nanobastones, debido a que la
deformacién en la membrana es mayor para nanoparticulas con una alta

relacion de aspecto.

Ademas de asegurarnos de que la nanoparticula llegue hasta la diana
de interés, es importante entender la interaccion entre las nanoparticulas y
las proteinas y asi controlar los posibles efectos secundarios que se generen.*
La interaccion de las nanoparticulas con los componentes biologicos genera
un recubrimiento de proteinas alrededor de la superficie de la nanoparticula,
también conocido como corona de proteinas. La capa de proteina absorbida
en la superficie de la NP modifica sus propiedades in vivo. El proceso de la
formacién de la corona de proteina es complicado e implica procesos
cinéticos y dinamicos. Con respecto a la formacion de la corona de proteinas,
los cambios estructurales de la proteina en la NP deberian ser estudiados para
incrementar la disponibilidad de nanoparticulas in vivo. En la bibliografia se
encuentran patologias médicas como la enfermedad del Alzheimer,
enfermedad del Parkinson y diabetes tipo 2, que se deben a los cambios en

la estructura de proteinas y a la formacion de amiloides.*

En este capitulo se plantea usar las nanoesferas de 14 nm como
nanotransportadores de farmacos. Se elige de farmaco modelo la
doxorrubicina, para la que ya habiamos optimizado la funcionalizacion de

nanoparticulas de oro en el Capitulo 2. La doxorrubicina es un conocido
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agente quimioterapéutico con actividad alta contra un amplio espectro de
tipos de céncer. Este farmaco estd considerado uno de los agentes
quimioterapéuticos aprobados mas potentes.'* El farmaco actla
intercalandose entre los pares de base del ADN, lo que produce una serie de
efectos citotdxicos que resultan en la apoptosis de las células cancerigenas.®
Sin embargo, la concentracion efectiva de doxorrubicina tiene que ser
controlada porque genera algunos efectos secundarios como cardiopatia, que
puede desencadenar un fallo del corazdn. Esto limita la dosis acumulada que
se puede administrar.'® En la bibliografia se encuentran multitud de ejemplos
de transporte de farmacos anticancerigenos empleando nanoparticulas de
oro.l”1® Una de las estrategias mas utilizadas es la liberacion de
doxorrubicina por ruptura de un enlace labil, como en hidrazonas®® o en
disulfuros.?® La preferencia por la ruptura de enlace en medio acido se basa
en que el microambiente tumoral tiene un pH menor que los tejidos sanos.
Otras estrategias han utilizado las nanoparticulas de tiopronina de 3 nm
funcionalizadas con doxorrubicina mediante un enlace amida.?* Una vez la
nanoparticula esta dentro de la célula, podria liberarse la DOX por ruptura
del enlace amida o enlace Au-S. Sin embargo, esta estrategia no es efectiva
cuando se aplica en modelos animales, ya que su reducido tamafio (< 10 nm)

facilita su rapida eliminacién por el rifion.?

En nuestro caso, el sistema de doxorrubicina unida a las nanoparticulas
podria funcionar como sistema de liberacion de farmaco debido a la alta
concentracion de glutation (GSH) en el citoplasma, cuya concentracion en
células de mamifero estd en el rango milimolar.?® Se utilizaran diversas
técnicas para el estudio de la toxicidad celular y para la caracterizacion de la
interaccion de las nanoparticulas con biomoléculas y para el estudio de la

toxicidad.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

La funcionalizacion con doxorrubicina realizada en el Capitulo 2
mostraba la importancia que tiene la cadena alifatica junto al grupo tiol para
que las nanoparticulas sean estables con una densidad de doxorrubicina mas
alta. Asimismo, al utilizar un polimero corto, PEG458, solo se podia
funcionalizar con una baja cantidad de doxorrubicina y la estabilidad de las
nanoparticulas se veia drasticamente afectada. Asi que en este capitulo se
propone el uso de polimeros de mayor tamafio que podrian mejorar la
estabilidad de la nanoparticula por medio del impedimento estérico tras la
conjugacion con la DOX. Por lo tanto, se usaran dos polimeros PEG largos,
de 3kDa. Uno serda un monotiol, PEG3KkDa, y el otro tendra un fragmento
alifatico unido a un grupo 1,3-ditiol (LA-PEG3kDa) (Figura 1).

A B
H \/\)OL SH SH H o)
HS N (o} N OH
Ayl on A~ ytbolay oy
o o] o
PEG3kDa LA-PEG3kDa
C D
192 N 1,2 b
S 1 S 14
S S
@ 0,8 4 © 0,8 4
0,6 - € 0,6
© ©
% 0,4 1 'g 0,4
20,2 20,2
< <
0 T T \ 0 T T ]
200 400 600 800 200 400 600 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 1. Estructura de los polimeros estabilizantes: PEG3kDa (A) y LA-PEG3kDa (B).
Espectro UV-vis de las NS-PEG3kDa (C) y NS-LA-PEG3kDa (D) tras el intercambio de
ligando de las NS-Cit.
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Para el recubrimiento de las NS-Cit con PEG3kDa y LA-PEG3KkDa,
se utiliza el mismo procedimiento que para LA-PEG922 (véase Capitulo 2),
es decir, se utilizan alrededor de 4000 cadenas de polimero por
nanoparticula. Tras el intercambio de ligando se produce un leve
desplazamiento de la longitud de onda del plasmén de 519 a 522 nm (Figura

1, C-D) tal como se observo para otros polimeros en el Capitulo 2.

NS-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa se funcionalizan mediante la
activacion con EDC y sulfo-NHS, y el material resultante se caracteriza por
espectroscopia UV-vis y electroforesis en gel de agarosa. Inicialmente, se
funcionaliza NS-PEG3kDa con doxorrubicina a diferentes concentraciones
(6,5, 13, 20, 26 ug DOX/mg NS) a pH 6. A este pH la funcionalizacion
ocurre con un bajo rendimiento (< 15%) ya que unicamente se puede unir
118 DOX/NPs (3,84 ug DOX/mg NPs) (Figura 2). Cuando se realiza la
funcionalizacion con las NS-LA-PEG3kDa se elige un pH basico (pH 8)
debido a resultados previos del capitulo 2. En este caso el rendimiento de la
reaccion aumenta hasta 400 DOX/NP (13 ug DOX/mg NPs).

BNS-PEG3kDa, pH 6

500 - ONS-LA-PEG3kDa, pH 8

400 - _ B
S
Z 300 -
o
2 200 |

100 - H I

o mll mll Wi
6,5 13 20 26

DOX anadida (ug DOX/mg NPs)

Figura 2. Cantidad de doxorrubicina unida por nanoparticula (DOX/NP) en la
funcionalizacién de NS-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa.
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Al hacer la funcionalizacion de las NS-PEG3kDa a pH 8 la estabilidad
de las nanoparticulas se ve afectada a medida que aumenta la cantidad de
doxorrubicina afiadida (Figura 3, A). Se observa que a medida que aumenta
la concentracién de doxorrubicina, el coeficiente de estabilidad™ disminuye.
Asimismo, cuando las nanoparticulas recorren el gel se produce agregacion
en la mayor concentracion de DOX utilizada (Figura 3, C). Con respecto a
las NS-LA-PEG3kDa, el aumento de concentracion de doxorrubicina no
produce agregacién de la nanoparticula ni en el gel de electroforesis ni UV-
vis (Figura 3, B y D). Para el estudio posterior, Unicamente continuamos con
las NS-LA-PEG3kDa-DOX y las compararemos con las nanoparticulas sin
funcionalizar (NS-LA-PEG3kDa).

50,8 .

200 4(l)0 6(l)0 8(l)0 200 400 600 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

C & D
LA
.

——ll] —ll]
DOX DOX

Figura 3.Espectro UV-vis (A, B) y gel de electroforesis (C, D) de las NS-PEG3kDa-DOX
y NS-LA-PEG3kDa-DOX que se han funcionalizado a pH 8.

T Coeficiente de estabilidad es la relacion de la absorbancia en el maximo del plasmadn de superficie
y la absorbancia a 600 nm, que dan informacion del estado de dispersion de la muestra
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Antes de aplicar las nanoparticulas es necesario evaluar su estabilidad
coloidal en medios de relevancia biologica. Se determina la estabilidad de
NS-LA-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX mediante el estudio de los
cambios de tamafio del didmetro hidrodindmico, y potencial { de las
nanoparticulas. Las nanoparticulas se incuban en agua mili-Q y medio de
cultivo celular para experimentos en células, DMEM, sin y con la adicion de
suero fetal de bovino (DMEM o DMEM+FBS) a 37 °C (Figura 4). Tanto el
DLS como el potencial { se miden a cuatro tiempos diferentes 0, 1, 4, y 24
h. Es de esperar que la presencia de suero en el medio de cultivo produzca la
formacién de la corona de proteinas y en consecuencia puedan cambiar los

valores de potencial { o didmetro hidrodinamico.
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Figura 4. Potencial { y DLS de NS-LA-PEG3kDa (Ay C) y de NS-LA-PEG3kDa-DOX
(B y D) en agua Milli-Q, medio de cultivo (DMEM) o medio de cultivo con suero
(DMEM+FBS). Las nanoparticulas se incubaron a una concentracién de 0,6 nM durante
0, 1,4y 24 h. Todos los experimentos se realizaron a 37 °C.
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Con respecto al potencial ¢ (Figura 4, A-B), se observa que el potencial
C de las nanoparticulas en agua no se modifica, manteniéndose a lo largo del
tiempo en ambos materiales alrededor de -38 mV. Cuando las nanoparticulas
se incuban en DMEM se produce una disminucion del valor absoluto del
potencial { queda en torno a -12 mV. Esto es debido a los diferentes
componentes que presenta el medio de cultivo. El cambio en el potencial
es mayor para las NS-LA-PEG3kDa-DOX, probablemente porque se
produce una mayor interaccion de estas nanoparticulas con moléculas en el
medio. Con respecto al diametro hidrodinamico (Figura 4, C-D), la
estabilidad de las nanoparticulas disminuye en agua, aumentando el radio
hidrodindmico de 30 hasta 50 nm. En cambio, se mantiene constante en
presencia de medio tanto con suero como sin suero. Esto puede deberse a la
formacion de la corona de proteinas, que mantiene un diametro
hidrodinamico estable a las 24 h mientras las nanoparticulas se mantienen

mas estables.

2.2 Interaccion de la BSA con las nanoparticulas

Anteriormente habiamos nombrado la importancia de la formacion de
la corona de proteinas en la superficie de los nanomateriales. La interaccion
de las nanoparticulas con las proteinas del suero es un aspecto importante en
el caso de aplicaciones in vivo de nanoparticulas funcionalizadas.?* La
interaccion de las nanoparticulas con proteinas puede afectar a la
conformacion de las proteinas debido a la formacion de nuevas interacciones
intermoleculares secundarias como fuerzas de van der Waals, interacciones
hidrofébicas, interacciones electrostaticas y enlaces de hidrogeno.?® Estos
cambios en la conformacion de las proteinas pueden llegar a ser irreversibles
produciendo su desnaturalizacion, lo que puede provocar una respuesta del
sistema inmune y en consecuencia afectar a la toxicidad y direccionamiento
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de la NP.?426 La estructura secundaria de las proteinas se puede estudiar

mediante espectroscopia de dicroismo circular.?

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) mide la absorcién
diferencial de luz polarizada circularmente a izquierda y a derecha,
normalmente en el espectro UV-Vis. Se ha demostrado que diferentes tipos
de estructuras secundarias de las proteinas — hélice a. y laminas p paralelas
y anti-paralelas, giros y otros — producen distintas bandas en el rango entre
180 y 260 nm del espectro CD, lo que permite analizar la estructura

secundaria de las proteinas.?’

Para estudiar el efecto que la interaccion con las nanoparticulas puede
producir sobre la estructura de las proteinas se ha seleccionado como modelo
la albimina de suero bovino (BSA). Se trata de la proteina méas abundante
en la sangre bovina de forma analoga a la albumina de suero humano en la
sangre humana. La BSA estd compuesta de una Unica cadena polipeptidica
que esta formada por 583 aminoacidos y 17 enlaces disulfuro. Los enlaces
disulfuro son basicos para que la molécula de BSA sea bastante compacta,

asi como para dar estabilidad a la estructura helicoidal.?®

Primero se examina la conformacion nativa de la proteina (Figura 5).
La forma y posicion de las bandas reflejan que la hélice alfa es la estructura
predominante en la BSA. Asi, se registra una banda de absorcion intensa
debido a la transicion p-p* en el enlace peptidico y la banda menos intensa
con elipticidad negativa a 222 nm causada por las transiciones n-n* de la
cadena peptidica.?® Sin embargo, la contribucion de otras estructuras puede
modificar la posicion y las intensidades relativas de las bandas
caracteristicas. Estos parametros se pueden utilizar para evaluar los tipos de
estructura secundaria presentes en la proteina mediante el software instalado

en el espectropolarimetro de dicroismo circular. Para la BSA se obtiene un
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64,6% de contenido de hélice a que coincide con los datos de la

bibliografia.3%:3!

A B
NS-LA-PEG3kDa

30 100 -
20 - 80 -
60 -
10 3
[a]
U 40 N
0 . ,
190 210 230 250 20 1
-10 1 0 - . r .
0 0,6 3 6

-20 - 2
Longitud de onda (nm) Cone. NSs (nM)

%

0 nM NSs % Hélice a
M 0,6 nM NSs N % Lamina B
M 3,0 nM NSs s % Giros
M 6,0 nM NSs BN 9, Otros
C D
30 NS-LA-PEG3kDa-DOX
100 -
10 - .60 -
o S
© 0 : . 40 -
190 210 230 250 20 |
-10 A
0 A . . .
-20 - 0 0,6 3 6
Longitud de onda (nm) Conc. NSs (nM)

Figura 5. Espectros de dicroismo circular de la BSA en ausencia y presencia de NS-LA-
PEG3kDa (A) y NS-LA-PEG3kDa-DOX (C) a concentraciones de NPs de 0,6, 3y 6 nM.
Porcentaje de contenido de hélice a, lamina B, giros y componentes estructurales
aleatorios de la BSA debido a las interacciones con las nanoparticulas a diferentes
concentraciones para las NS-LA-PEG3kDa (B) y NS-LA-PEG3kDa-DOX (D).

Se ha descrito que los cambios conformacionales que producen las
NPs en la estructura secundaria de las proteinas dependen de la
concentracién de las NPs.?® Por lo tanto, la BSA se incuba con diferentes
concentraciones de NS-LA-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX. La
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interaccién de la BSA con las nanoparticulas no produce un cambio
significativo en la contribucion de la hélice o que sigue siendo la estructura
més abundante (Figura 5 B y D). Sin embargo, produce cambios en las
contribuciones de otras conformaciones. No se observa una tendencia de
estos cambios respecto a la concentracion de nanoparticulas por lo que
pueden deberse a la variabilidad experimental. En la bibliografia, los analisis
espectroscopicos de BSA-NS-PEG muestran que tampoco se produce un
cambio estructural fuerte y que se retiene la mayor parte de la estructura tras

la formacidn del conjugado.?®

Ademas de los cambios de conformacion en la proteina, se puede
evaluar la constante de asociacion de la proteina con las nanoparticulas y de
esta manera evaluar si hay un efecto de la DOX unida a la nanoparticula.
Dicha constante se puede obtener mediante la espectroscopia de
fluorescencia. Las proteinas que contienen uno o varios aminoacidos con
residuos aromaticos— triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe) —
presentan fluorescencia.®? En presencia de Trp o Tyr la contribucion de la
fenilalanina se suele considerar despreciable por su baja absorcion y
rendimiento cuéntico. Aunque la tirosina tiene un rendimiento cuéntico
similar al triptéfano, su absorcidén es menor por lo que, si esta presente, el
grupo indol del triptéfano se suele considerar la fuente dominante de la
absorbancia en el UV a 280 y de la emision a 350 nm.3 El estudio de la
constante de asociacion mediante espectroscopia de fluorescencia se basa en
la desactivacion (quenching) de la fluorescencia del triptéfano producida por

cambios en su entorno o por la proximidad de las nanoparticulas.

Existen dos mecanismos principales de desactivacion, dindmico o
estatico, que se producen respectivamente por colisiones y por la formacion
de un complejo en el estado fundamental entre el fluoréforo y el

desactivante. La desactivacion estatica se puede distinguir facilmente de la
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dindmica a través de la dependencia de la temperatura o las medidas de
tiempo de vida de emision. Si la desactivacion es dinamica la constante de
desactivacion bimolecular, que depende de la difusion, aumenta con la
temperatura. Sin embargo, en la desactivacion estatica la constante
disminuye con el aumento de temperatura porque la estabilidad del complejo
entre el fluoréforo y el desactivante disminuye al aumentar la temperatura.
Asimismo, si el aumento de la concentracion del desactivante no tiene efecto
en el tiempo de vida de la fluorescencia de la BSA, entonces la desactivacion
sigue un mecanismo estatico. Sin embargo, en la desactivacion dinamica el
tiempo de vida de la fluorescencia disminuye con el aumento en la
concentracion del desactivante. En el caso de las nanoparticulas de oro se ha
demostrado que la adicion de nanoparticulas de oro no tiene ningun efecto

en el tiempo de vida de la fluorescencia de la BSA.34

Los datos de fluorescencia se analizan mediante la ecuacion de Stern-

Volmer para identificar el tipo de desactivacion:

N =14 kg Tl = 1+ KylQ)
donde Fo y F representan la intensidad de fluorescencia en ausencia y
presencia del desactivante, kg es la constante bimolecular de desactivacion,
Ksv es la constante de Stern-Volmer, 1o es el tiempo de vida de fluorescencia
de la especie emisora (para la BSA es 5-10° s)% y [Q] es la concentracion
del desactivante. Por lo tanto, se mide el espectro de emision de fluorescencia
para la BSA y para mezclas de BSA con concentraciones crecientes de
nanoparticulas. En la Figura 6 A-B, se observa que el aumento de la
concentracion de las nanoparticulas no produce un desplazamiento en el
méaximo de fluorescencia, lo que indica que la interaccion de las
nanoparticulas de oro con el fluor6foro no modifica el microambiente en

torno al fluoroforo. Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata
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producen una disminucion de la longitud de onda del maximo de emision de

la BSA.%
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Figura 6. Espectro de emision de fluorescencia Aex = 280 nm NS-LA-PEG3kDa (A) y NS-
LA-PEG3kDa-DOX (B), de la BSA en la ausencia y presencia. Graficos de la ecuacion
de Stern-Volmer y gréfico logaritmico de la ecuacién de Hill de la desactivacion de la
fluorescencia de la BSA. La BSA se incuba a una concentracion de 0,2 pM con las
nanoparticulas con un rango de concentraciones de 0,06-0,9 nM.
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En larepresentacion de Fo/F frente a [Q] se obtiene una pendiente igual
a la constante de desactivacion de Stern-Volmer (Figura 6, C-D).3"-% A partir
de Ksy, se calcula la constante de desactivacion bimolecular (Tabla 1) y se
observa que en los dos casos es mayor de 10° M-s, que es considerado el
valor maximo de la constante de desactivacion controlada por difusion; por
lo que se trata de un proceso de desactivacion estatico. En un proceso de
desactivacion estatica, la ecuacion de Hill puede emplearse para cuantificar
la relacion entre la intensidad de la fluorescencia y la concentracién de NP:

F_FO
F

log = log K, — nlog[Q]

donde K, es la constante de asociacion. El coeficiente de Hill, n,
describe el efecto cooperativo de la proteina unida a la superficie de la
nanoparticula. Para un efecto cooperativo positivo, n > 1, esto implica que
una vez que la proteina esté unida a la superficie de la nanoparticula, la
afinidad a la nanoparticula aumenta progresivamente de forma lineal. Sin
embargo, con un efecto cooperativo negativo la afinidad de union de la
proteina a la nanoparticula se vuelve progresivamente mas débil a medida

que se unen proteinas adicionales.®*®* Mediante la representacion doble

F—F,
F

logaritmica de log y log[Q] se pueden calcular Ky, y n de la intercepcion

y la pendiente respectivamente (Figura 6, E-F). Para ambos casos se obtiene
un coeficiente de Hill > 1 (Tabla 1), lo que sugiere que la interaccion de
unién tiene una cooperacion positiva. Ello implica que la interaccion de
proteinas adicionales es favorable.® Estos resultados estan en concordancia

con lo publicado.3!40
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Tabla 1. Valores de las constantes de desactivacion de Stern-Volmer (Ksy), constantes
de asociacion (Kp) y coeficientes de Hill (n) obtenidos de la interaccion de las
nanoparticulas con Albumina de Suero Bovino (BSA). Los resultados presentes
corresponden a la media de las medidas de tres experimentos independientes.

Ksv Kq Kb
(M) (M1s) (M)

NS-LA-PEG3kDa 1,34-10° 2,67-10% 6,92:10% | 1,42

Material

NS-LA-PEG3kDa-DOX | 0,95-10° 1,90-10% 1,88-10° | 1,05

2.3 Determinacion de especies reactivas de oxigeno acelular

Habitualmente se considera que el mecanismo predominante para la
citotoxicidad de nanoparticulas es la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Se trata de una serie de pequeiias moléculas altamente
reactivas como el radical hidroxilo (‘OH), el anion superdxido (O2), el
peroxido de hidrogeno (H20,) o el oxigeno singlete (*0,), que se originan de
forma natural como consecuencia del metabolismo celular del oxigeno
molecular.** Los ROS intervienen en una serie de funciones bioldgicas pero
en exceso son perjudiciales por lo que las células tienen mecanismos para
mantener su homeostasis. Las nanoparticulas pueden elevar los niveles de
ROS intracelular de forma directa (procesos redox, generacién de radicales)

o indirecta (respuesta celular a la presencia del nanomaterial).

Se ha decidido estudiar el efecto de la funcionalizacion con DOX en
la capacidad de las NS-LA-PEG3kDa para producir ROS. Para ello, para
ambos materiales se ha estudiado por fluorescencia la produccion de especies
reactivas de oxigeno en ausencia de células. Para ello uno de los reactivos
mas populares es el diacetato de 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH,-
DA) que fue inicialmente desarrollado para la deteccion de peroxido de
hidrégeno en sistemas libres de células.*? Posteriormente, se ha usado como
herramienta para estudiar produccién de ROS celular y acelular, que es el

caso de los sistemas libres de células de la frase anterior, en presencia de un
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nanomaterial.** Para la interaccion de DCFH, con los ROS es necesario
retirar el grupo funcional diacetato (DA). En ausencia de células, este grupo

se puede retirar mediante la hidrélisis alcalina (Figura 7, A).%?

La produccion de ROS se estudia para diferentes concentraciones de
nanoparticulas de 0-0,7 nM tomando cuatro tiempos diferentes 0, 30, 60 y
90 min. En presencia de ROS se produce la oxidacion de la DCFH,, que no
es fluorescente, a 2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), que si es fluorescente.
Por lo tanto, la formacion de ROS se puede evaluar mediante la medida de
la intensidad de la fluorescencia (Figura 7, B). Ambos materiales producen
la formacion de ROS, si bien el aumento es menor para las nanoparticulas
funcionalizadas con DOX. Esto puede deberse a que la doxorrubicina puede
afectar a la permeabilidad del recubrimiento y la accesibilidad de especies

quimicas a la superficie metalica.
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Figura 7. Reacciones del ensayo de determinacion de ROS utilizando el diacetato de 2°,7°-
diclorodihidrofluoresceina en presencia y en ausencia de células (0,01 M NaOH) (A).
Intensidad de la fluorescencia para las NS-LA-PEG3kDa (B) y las NS-LA-PEG3kDa-
DOX (C). Xex = 488 nm; Aem = 530 nm.
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2.4 Actividad bioldgica de las nanoesferas con doxorrubicina

Para estudiar la toxicidad de las nanoparticulas en ensayos in vitro, se
seleccionan dos lineas celulares HEK-293 (células embrionarias de rifion) y
MCF-7 (células de cancer de mama). Las células HEK-293 se usan
comunmente en ensayos de toxicologia de nanoparticulas y suponen un buen
modelo de células no cancerigenas. De esta manera, podemos evaluar
posibles diferencias en la absorcidn de las nanoparticulas en diferentes tipos
celulares. Numerosos estudios evidencian la falta de homogeneidad de los

resultados con un mismo material en diferentes lineas celulares.**

Se evalla la internalizacidn de los materiales por microscopia confocal
laser de barrido (MCLB). En modo reflexion, la MCLB es una técnica
similar a la microscopia de campo oscuro que permite visualizar la
dispersion producida por objetos como las nanoparticulas de oro. Las celulas
HEK-293 y MCF-7 se incuban con NS-LA-PEG3kDa (6 nM) o NS-LA-
PEG3kDa-DOX (6 nM) durante 24 h. Pasado el periodo de incubacion, las
ceélulas se fijan en metanol frio (-20 °C), y se tifien con conjugado faloidina-
fluoresceina (verde) y reactivo de Hoeschst (azul), para marcar la actina del
citoesqueleto y los nicleos de las células respectivamente. Por otro lado,
mediante las sefiales de reflectancia de MCLB (rojo) se pueden visualizar las

nanoparticulas de oro.

En la Figura 8, se presentan los resultados de microscopia confocal.
Cuando las ceélulas se tratan con NS-LA-PEG3kDa no se produce
internalizacion aparente de nanoparticulas. Sin embargo, en la incubacion
con NS-LA-PEG3kDa-DOX se observan puntos rojos debido a la reflexion
de las nanoparticulas para ambas lineas celulares. Los valores de potencial ¢
son similares para ambos tipos de nanoparticulas por lo que en este caso las
interacciones electrostaticas no serian determinantes en la interaccion de las
nanoparticulas con la membrana celular.*® En cambio, la diferencia en la
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internalizacion puede explicarse por las interacciones hidrofébicas de la
doxorrubicina con la membrana celular. Un recubrimiento mas hidrofobo
favoreceria el establecimiento de interacciones no especificas con la
membrana.*® Por otro lado, esta mayor hidrofobicidad puede producir
también una mayor agregacion de las nanoparticulas en medio de cultivo, lo

cual también puede inducir una mayor internalizacion de las nanoparticulas.

-
MCF-7 o
~

Figura 8. Imégenes de microscopia confocal en modo reflexion para evaluar la
internalizacion de las nanoparticulas en las células MCF-7 y HEK-293. Las células se
incuban sin las NPs (control), y a 6 nM de NS-LA-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX
durante 24 h. Tras fijar las células, el ndcleo de las células se tifie con el reactivo de
Hoeschst (azul), el citoesqueleto se marca con el conjugado faloidina-fluoresceina (verde)
y mediante el modo reflexién del confocal se puede visualizar la dispersion provocada
por las nanoparticulas (rojo, sefialados con flechas amarillas). Escala 20 pm.

HEK 293

Antes de iniciar los ensayos de viabilidad, se plantea como hipotesis
que la posible toxicidad provocada por la doxorrubicina produzca dafios en
el ADN. Los dafios de ADN se definen como cualquier modificacion del

ADN que cambia las propiedades de codificacion o funciones de
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transcripcién o replicacion.*” Cuando por alguna causa se rompe la doble
cadena del ADN, se produce la fosforilacion de la histona H2AX a yH2AFX
lo que actia como sefial para el reclutamiento de proteinas de sefializacion y
reparacion de ADN dafado. El uso de anticuerpos especificos para la histona
fosforilada y marcados con un fluor6foro permite marcar el dafio de ADN
debido a ese mecanismo.* Las células MCF-7 se incuban con las NS-LA-
PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX a 0,6 nM durante 1 h. Posteriormente,
las células se tifien con reactivo Hoeschst para visualizar los nucleos y los
dafnos de ADN se determinan mediante el anticuerpo anti-yH2 AFX-AF647.
En la Figura 9, se observa que tras la incubacion de las células con las
nanoparticulas no se producen dafios significativos en el ADN (puntos

rojos), y que las imagenes son parecidas a cuando las nanoparticulas no

Figura 9. Imagen de microscopia de fluorescencia (EVOS) para evaluar los posibles dafios
del ADN de las células MCF-7 cuando se incuba con 0,6 nM de NS-LA-PEG3kDa y NS-
LA-PEG3kDa-DOX durante 1 h. El nicleo de las células se tifie con reactivo de Hoeschst

(azul) y inmunolocalizacion de y-H2AX (rojo) usando un anticuerpo anti- H2ZAX-AF647.
Escala 100 pum.

tienen doxorrubicina.
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Una vez estudiada la internalizacién y los posibles dafios en las
moléculas de ADN, se pasa a evaluar la toxicidad de estas nanoparticulas en
ensayo con el reactivo MTS, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio. El reactivo MTS es un
compuesto perteneciente a la familia de las sales de tetrazolio. Es un ensayo
colorimétrico que cuantifica la actividad metabdlica de las células en las
mitocondrias.>>°® Cuando las células estan vivas, este componente celular es
capaz de reducir el reactivo de MTS a una sal soluble de formazan en agua.
Se puede medir la absorbancia a 490 nm. Se ha comparado el efecto de la
dosis cuando las lineas celulares MCF-7 y HEK-293 se tratan con NS-LA-
PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX a un rango de concentraciones (0,6,
1,5, 3, 45y 6 nM) que se corresponden con dosis de doxorrubicina de 12
hasta 123 pg-L* (Figura 10). También se estudia la toxicidad de la
doxorrubicina libre en las mismas concentraciones que en los ensayos con
las nanoparticulas. Como control positivo de muerte se utiliza una muestra
de 10% de DMSO.
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Figura 10. Ensayo MTS para determinar la viabilidad de las células HEK-293 (izquierda)
y MCF-7 (derecha) en presencia de doxorrubicina (A-B), NS-LA-PEG3kDa (C-D), NS-
LA-PEG3kDa-DOX (E-F) a diferentes concentraciones en un rango de 0,1-100 pg-L* de

DOX durante 24

Cuando

h

se utiliza la doxorrubicina sola, no se produce una

disminucién de la viabilidad en el rango de concentraciones elegido. Cuando
se tratan las células HEK-293 con las NS-LA-PEG3kDa aumenta el valor de
viabilidad por encima del 110 %. Esto puede deberse a la interferencia que

provocan las nanoparticulas, que tienen el maximo de absorcién cercano al
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reactivo de MTS (ALspr= 523 nm). En el caso de las células MCF-7, la
viabilidad se mantiene en un 100% para todas las concentraciones de
nanoparticulas NS-LA-PEG3kDa. Con respecto a las NS-LA-PEG3kDa-
DOX, el porcentaje de viabilidad disminuye en ambas lineas celulares si se
compara con las NS-LA-PEG3kDa. Esto puede deberse a la toxicidad que
presentan estas nanoparticulas funcionalizadas con la doxorrubicina. Esta
diferencia es mas drastica en el caso del modelo de las células cancerigenas,

obteniéndose valores de viabilidad por debajo del 80%.

Para evitar la interferencia de las nanoparticulas, se elige estudiar la
toxicidad por medio de citometria de flujo. La citometria de flujo es una de
las técnicas mas extendidas y versatiles para estudiar los mecanismos de
muerte de las celulas. Esta técnica ofrece la posibilidad de estudiar las células
por separado y no como un grupo de células como es el caso del MTS.
Ademaés, permite examinar la expresion de muchas proteinas como
marcadores celulares especificos e indicadores de apoptosis.*® Las células se
incuban con anexina V y yoduro de propidio (PI), que son marcadores que
permiten categorizar las células en vivas, apoptosis temprana, apoptosis
tardia y necréticas por medio de cambio morfologicos en el nicleo y
membrana celulares. La anexina V tiene gran afinidad por el fosfolipido
anionico fosfatidilserina, que en células sanas se encuentra en la cara interna
de la membrana celular. Sin embargo, la membrana sufre una serie de
cambios durante la apoptosis que incluyen la translocacion de la
fosfatidilserina a la cara extracelular de la membrana. Como la anexina V es
demasiado grande para permear a través de la membrana solo puede marcar
la fosfatidilserina cuando estd en la cara extracelular de la membrana, es
decir, en celulas apoptoticas que quedan marcadas de color verde. Por su

parte, el Pl penetra cuando la membrana celular esta dafiada, que es el caso
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de células apoptoticas tardias 0 muertas. En este caso se une al ADN que

queda marcado fluorescentemente de color rojo.*

Los resultados de citometria muestran que en los controles de células
sin nanoparticulas se aprecia un pequefio porcentaje, menor al 20%, de
muerte celular y apoptosis temprana en ambas lineas celulares (Figura 11).
Asimismo, la doxorrubicina libre no produce toxicidad entre 12 y 123
ug-mL* en las lineas celulares estudiadas tal y como se presenta en otros
ejemplos en la bibliografia.>® Asimismo, se afiade dos controles de toxicidad
positivo: una alta concentracion de doxorrubicina (DOX control, 100
mg-mL1) y DMSO al 10%. En las células MCF-7, se produce un mayor
porcentaje de células apoptoticas (13%). Cuando se tratan las HEK-243 con
NS-LA-PEG3kDa (Figura 11, C), es decir, nanoparticulas sin doxorrubicina,
se produce una pequefia disminucion de la viabilidad a las dos
concentraciones mas altas de nanoparticulas quedandose esta en torno al
80%, mientras que en las MCF-7 se mantiene la viabilidad por encima del
95% (Figura 11, D). Con respecto a las NS-LA-PEG3kDa-DOX, las
concentraciones estudiadas no producen citotoxicidad en las células HEK-
293 (Figura 11, E). Por el contrario, cuando estas nanoparticulas se incuban
con las MCF-7, la viabilidad disminuye a medida que aumenta la

concentracion de las nanoparticulas hasta un 60% (Figura 11, F).

142



Evaluacién de nano-bio-interacciones de NPs recubiertas con DOX

A HEK-293 B MCF-7

7> 37 6‘30 83 7> C‘@‘/‘”Ohsooo* 7> 370 6‘90 8; 7

sy, o"’sooo* e 4o, 3, 4 4,3,
g ‘-‘o,,{f/( Og/( ogll og/( 009/ o £ ‘-‘o,, ;9/< ogyl Og/( ogll oog/{
oy 0 “0y “0x Y0y~ 0o, o, Y0y Y0y Y0y Y0 "0

% Células
P )
o ©

n
o
L

Cq, Oy, O, 7o, 37 62 83 7o Cs, Oy, O 7o 37 65 93 7o
Yoy 180 K o Yoy Yo" Yoy Yo 2, g M0 Ko Yey, Yoy ey Yoy b,
§ 0y O(O (o (09{ § lo (o (o (09(
oy “Ox “0x “0x “0x " %0 v O "0y “0x “0x " 90

% Células
P )
=)

n
o
1

Cs, Oy Op, 72, 97, 62 93, 72 Cs, Op. 0o, 72, 97, 62 93 7>
’0’-9\9"'@0 *coh"g/l ;9/4 g% ;’94 ‘;ag/( ’%:"5'0 *%,:’9/4 ;9/4 :9 " gg/( ; %,
Tor "0k "0k "0k Ok 0y o) “0x “0x 0 “0x " 00,

. % Vivas % Apoptosis temprana ™ % Apoptosis tardia W % Muertas

Figura 11. Ensayo de citometria de flujo para determinar la viabilidad de las células HEK-
293 (izquierda) y MCF-7 (derecha) en presencia de doxorrubicina (A-B), NS-LA-
PEG3kDa (C-D) y NS-LA-PEG3kDa-DOX (E-F) a diferentes concentraciones en un
rango de 12-123 pg-L* de DOX durante 24 h. Se afiade dos controles positivos de
toxicidad: uno con DMSO 10% Yy otro a una concentracion de DOX alta (DOX control,
100 mg-L™%). En C y D las concentraciones de DOX no son reales, sino que expresan que
hay una concentracion de nanoparticulas equivalente a la de E y F para esas
concentraciones de DOX.

El efecto diferente en varias lineas celulares puede depender de
muchos factores como el metabolismo, la expresion de receptores o el

contacto célula-célula.* Sin embargo, los valores de efectividad de este
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sistema de transporte de doxorrubicina son muy reducidos. Se pueden
encontrar diversas causas a este problema, como la baja carga de
doxorrubicina presente en las nanoparticulas (400 DOX/NP) comparado con
otros sistemas publicados que presentan hasta 20 veces mas carga de
doxorrubicina (8400 DOX/NP).!® Por otro lado, aunque se encuentran
ejemplos de liberacién del recubrimiento por interacciones con el GSH,?! tal
vez el PEG dificulte la entrada del tripéptido a la superficie de la

nanoparticula.

Posibles soluciones a este problema serian usar moléculas especificas
que interaccionen con receptores de membrana y realizar una terapia
dirigida, siendo conocido este proceso como nanotransportadores de segunda
generacion.®! Esta terapia combinada puede hacerse, bien por terapia
fotodindmica mediante la union de un agente fotosensible para producir el
cambio de conformacion de las cadenas de PEG u otro polimero, o bien
mediante el uso de nanoparticulas anisétropas como nanoprismas,
nanoestrellas o nanocajas funcionalizadas con el agente antitumoral. Ambas
estrategias buscan la combinacién de la quimioterapia con la terapia
fototérmica y muchos trabajos se estan centrando en esta estrategia en los

ultimos afios.>2°4

3. CONCLUSIONES

Los resultados indican que las nanoparticulas funcionalizadas con
doxorrubicina son mas estables cuando se usa el LA-PEG3kDa con respecto
al PEG3kDa. Dados los resultados expuestos en el Capitulo 2, la mejora de
estabilidad se explica sobre todo por la pequefia cadena alifatica que
presenta. El sistema elegido presenta unas buenas propiedades coloidales y

una interaccion débil con las proteinas, que no produce la modificacion de la
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estructura secundaria de la BSA. Tampoco se produce una concentracion alta
de especies reactivas de oxigeno, que podria desfavorecer el uso de estas

nanoparticulas.

Se ha observado una mejor respuesta de las nanoparticulas con DOX
en modelos de cancer de mama, debido a su mayor sensibilidad a elementos
toxicos. No obstante, no se produce una respuesta suficiente de muerte

celular y se requiere una mejora del modelo utilizado.

La carga de doxorrubicina que se puede unir a la nanoparticula es muy
baja, impidiendo hacer comparaciones con cantidades de doxorrubicina mas

toxica puesto que estamos limitados por la concentracion de nanoparticulas.

La union de moléculas capaces de interaccionar con receptores sobre-
expresados en las membranas de la célula diana permitiria un tratamiento
maés selectivo y eficaz, permitiendo el uso de menores concentraciones de

nanoparticula.

El siguiente paso seria aplicar este modelo con los nanoprismas de oro,
y estudiar si se pudiese hacer una terapia combinada de quimioterapia y

fototerapia.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipos

El &cido nitrico al 65%, el acido clorhidrico al 37%, el &cido sulfdrico
al 96%, el perdxido de hidrogeno al 33% y el tris(hidroximetil)aminometano
se compraron de Panreac®. HS-C,H;-CONH-PEG-O-C3Hg-COOH (MW =
3000 g/mol, HS-PEG-COOH) se adquirié de Rapp Polymere. El &cido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico (MES) se adquirié de Alpha Aesar. Hidrdoxido de
sodio (NaOH), dodecilsulfato de sodio (SDS), sal de sodio de N-
hidroxisulfosuccinimida  (sulfo-NHS) y  clorhidrato de  N-(3-
dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDC) fueron suministrados por
Sigma-Aldrich y utilizados como se recibieron. Antes de su uso en la sintesis
de nanoesferas de oro, toda la cristaleria se lavé con agua regia (1: 3 vol/vol
acido nitrico, 65%: &acido clorhidrico, 37%) y se enjuag6 a fondo con agua
Milli-Q de Millipore Q- Sistema POD®. Los espectros UV-Vis-NIR se

adquirieron usando un espectrofotometro Cary 50 Probe® de Varian.

Las medidas de fluorescencia en el caso de la doxorrubicina se
hicieron con un espectrofotometro de fluorescencia, LS 55 (Perkin-Elmer,
Reino Unido) equipado con una lampara de xenén como fuente de

excitacion.

La dispersion dindmica de la luz (DLS) y potencial { se midieron en.
un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) equipado con un

laser verde (523 nm).

Los cambios en la estructura de la proteina se evaluaron mediante
espectroscopia de dicroismo circular utilizando un espectrometro Jasco J-
810 CD (Jasco Corp. Japdn).

Para determinar el coeficiente de union, se registraron los espectros de

fluorescencia usando un espectrofotometro de fluorescencia Agilent Cary
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Eclipse. Los experimentos de citometria de flujo se llevaron a cabo en un
Attune Acoustic Focusing Flow Cytometer (Applied Biosystems, EE: UU.)
equipado con un laser de 488 nm. Las imagenes de microscopia confocal se
obtuvieron usando un microscopio confocal de barrido. Leica TCS-SPE

(Leica, Munich, Alemania).

4.2 Funcionalizacion de las nanoesferas

4.2.1 Funcionalizacion de las nanoesferas de citrato con PEG (NS-PEG)

En tubo Falcon de 50 mL (estéril, envuelto en papel de aluminio), se
mezcla 10 nM de NS-Cit (se prepararon siguiendo el procedimiento del
Capitulo 2), 0.028% SDS, HS-PEG-COOH (6 mg, 2 umol), NaOH hasta una
concentracion final de 25 mM en un volumen total de 50 mL. La mezcla se
deja agitando durante 16 h. Luego de la incubacion, se lava 3 veces con agua
Milli-Q por centrifugacion a 16000 g a 4 °C durante 45 min. Al finalizar el
ultimo paso de centrifugacion, el pellet de nanoparticulas se resuspende en 5
mL de agua Milli-Q.

4.2.2 Funcionalizacion de las NS-LA-PEG3kDa con la doxorrubicina

20 pmol de NS-LA-PEG3kDa disueltos en agua se activaron con 40
ug de EDC y 61 pg de sulfo-NHS en 1 mL de tampon MES 10 mM pH 6
durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, las NS-LA-PEG3kDa se
centrifugaron 16000 g a 4 °C durante 45 min. Se retir0 el sobrenadante y las
nanoparticulas se resuspendieron en tampon borato de sodio 10 mM pH 8 y
se afiadieron diferentes cantidades de doxorrubicina (4, 8, 12 y 16 nmol). La
mezcla resultante se incubd durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente,

se afiadieron 14 pg de tris(hidroximetil)aminometano (120 nmol) para
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bloquear los grupos carboxilicos activados restantes durante otras 2 h a
temperatura ambiente. Las NPs funcionales se centrifugaron 4 veces a 16000
g a 4 °C durante 45 min. Para los primeros tres lavados las NPs se
resuspendieron con una disolucion de NaCl 1 M + Tween 0,1%. Para el
ultimo lavado se resuspendieron con agua Milli-Q. Las nanoparticulas se

resuspendieron en 500 pL de volumen final.

4.3 Caracterizacion de los materiales

Para las medidas de fluorescencia de la doxorrubicina, se selecciond
una apertura de la banda de absorcion y de excitacién de 7.5 nm, y una
velocidad de barrido de 800 nm/min. La doxorrubicina se excito a 473 nm,
y se recogio la fluorescencia a 592 nm. Las muestras se colocaron en una
cubeta Hellma 105.251-QS con un camino éptico de 3 x 3 mm, y se

analizaron 500 pL de muestra.

Los cambios en la estructura de la proteina se evaluaron mediante
espectroscopia de dicroismo circular utilizando una cubeta de cuarzo de 1
mm de paso optico. Se vario la concentracion de nanoparticulas entre 0,6-6
nM mientras que la concentracion de la BSA se mantuvo constante a 10 uM.
Previo a las medidas, las nanoparticulas se mezclaron con la proteina y se
dejaron incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Despues, se
registro el espectro entre 190 a 250 nm de longitud de onda bajo flujo de
nitrégeno. Los resultados se presentan como porcentaje del cambio en la
estructura secundaria de la proteina obtenida mediante el software del

instrumento.

Para determinar el coeficiente de union, se registraron los espectros de
fluorescencia usando una cubeta de cuarzo de 1 cm. Se vario la

concentracion de nanoparticulas en el intervalo 0,06-0,9 nM mientras que la
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concentracion de la BSA se mantuvo constante a 0,2 uM. Antes de las
medidas, las nanoparticulas se incubaron con la BSA durante 10 min a
temperatura ambiente. Para las medidas de fluorescencia la apertura de la
banda de excitacion y emision se fijo en 5,0 y 10,0 nm, respectivamente. El
espectro de emision se midié desde 200 a 450 nm mientras que se usO una
longitud de excitacion de 280 nm. Los resultados se representan como el
logaritmo de la constante de union calculada a partir de la concentracion de

oro y utilizando la ecuacion de Stern-Volmer.

La estabilidad de las nanoparticulas preparadas se evaluo en medio de
relevancia biologica a través de los cambios del diametro hidrodindmico y
del potencial {. Las nanoparticulas se incubaron en agua milli-Q y medio de
cultivo celular para experimentos en células sin suero (DMEM) y con la
adicion de suero fetal de bovino (DMEM+FBS) durante 0, 1, 4y 24 h. Todos
los experimentos se hicieron a 37 °C y con una concentracion de
nanoparticulas 0,6 nM. La distribucion de tamarios se expresa como media
de valores de 10 medidas en volumen. La carga superficial se evaluo por

valores de potencial { obtenidas a partir de 5 medidas.

4.4 Determinacion de especies reactivas de oxigeno acelular
(ROS)

4.4.1 Preparacion de la disolucion de 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH)

Se prepar6 una disoluciébn  del diacetato de 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH,.DA) 10 mM. 130 pL de disolucién se
mezclaron con 1,17 mL de metanol. Se mantuvo la mezcla durante 4 h en
hielo y tapada de la luz. Posteriormente, se afiadieron 5,2 mL de NaOH

0,01My la mezcla se dejé incubando durante 30 min a temperatura ambiente.
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Para parar la reaccion se afiadieron 19,5 mL de PBS. Finalmente, la mezcla
se diluy6 1:10 en PBS para obtener una concentracion final de 10 uM de
DCFH..

4.4.2 Determinacion de ROS acelular producido por las nanoesferas

Para determinar la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
se mezclaron 25 pL de NS-PEG a diferentes concentraciones en un rango de
0-0,7 nM y 225 pL de DCFH; a 10 uM. Inmediatamente despues, se midid
la fluorescencia, excitando la muestra a 458 nm y se registro la emision a
530 nm usando un lector de placas. También, se registro la fluorescencia

después de 30, 60 y 90 min.

Para determinar la interferencia de las nanoparticulas por
desactivacion de la fluorescencia, se mezclé 25 pL NS-PEG a diferentes
concentraciones en un rango de 0-0,7 nM (misma concentracion que en el
ensayo) y 225 pL de fluoresceina a 0,1 uM. Inmediatamente después, se
midio la fluorescencia, excitando la muestraa 458 nmy se registro la emision
a 530 nm usando un lector de placas. Para el céalculo de la desactivacion de
fluorescencia, se determind la sefial de fluoresceina en presencia y en
ausencia de nanoparticulas. Se obtuvo una disminucion de la fluorescencia
deun 9,9 %y 10,4 % para las NS-LA-PEG3kDa y NS-LA-PEG3kDa-DOX,
respectivamente, en la concentracién mas alta. Se considera aceptable por
debajo de un 30%.

Para determinar la auto-fluorescencia de las nanoparticulas, se repite
el ensayo anterior sustituyendo la fluoresceina por PBS. Para el célculo de la
auto-fluorescencia, se compara el aumento de la sefial de fluorescencia
cuando las nanoparticulas estan ausentes y cuando estan presentes. Se obtuvo
un aumento de sefial de 1,1x para NS-LA-PEG3kDay 1,2x para las NS-LA-
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PEG3kDa-DOX en la concentracion mas alta. Se considera aceptable por
debajo de 1,5x.

4.5 Actividad biologica de las nanoesferas con doxorrubicina

Las células HEK-293 se sembraron en Medio Esencial Minimo
(Sigma Aldrich, EE. UU.) suplementado con 10% de FBS (Sigma Aldrich,
EE. UU.) inactivado por calentamiento (HI-FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich, EE. UU.) en una botella de cultivo
T75 (Eppendorf, Alemania). Las células MCF-7 se sembraron en DMEM
alto en glucosa (Sigma Aldrich, EE. UU.) suplementado con 10% de HI-FBS
y1% de penicilina/estreptomicina en una botella de cultivo T75. Las celulas

se sembraron cuando se alcanzé un 80% de confluencia.

4.5.1 Estudios internalizacion por microscopia confocal

La internalizacion celular de las nanoparticulas se visualizé mediante
microscopia de barrido confocal en modo reflexién. Se sembraron 2-10*
celulas/pocillo en placas de 12 pocillos que contenian cubreobjetos para
después fijar las células. Se dejaron incubando las células toda la noche para
que se adhirieran al cubreobjetos. Se afiadieron las nanoparticulas a una
concentracion de 6 nM y se dej6 incubando durante 4 h. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y se fijaron con metanol frio (-20 °C) durante 3
min, seguido de lavados con PBS. Se usé una disolucion de 0,1% Tritén X-
100 en PBS para desnaturalizar la membrana, después las células se lavaron
con PBS. Las células se tifieron con una disolucién de conjugado faloidina-
fluoresceina (1 pg-mL™t) durante 20 min. El exceso de colorante se lavd con
PBS. Posteriormente, se tifid el nucleo con tincion de Hoechst a una
concentracion de 10 pg-mL* durante 15 min. Las células se lavaron tres
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veces con PBS. Los cubreobjetos se montaron con medio de montaje
Fluoroshield Antifade y las iméagenes se obtuvieron usando un microscopio

confocal de barrido.

4.5.2 Ensayo de dafos en el ADN

Las células se sembraron en placa de 96 de pocillos negra (Thermo
Fisher Scientific, EE.UU.) a 2-103células por pocillo. Se incubaron durante
toda la noche a 37 °C y 5% de CO,. El dia siguiente, las celulas se trataron
con de nanoparticulas (0,06 nM). Después de 1h de incubacion a 37 °C en
condiciones de cultivo, se retird el medio de los pocillos, y se lavé con 200
uL/pocillo de PBS. Después de retirar el PBS, se trataron las células con
metanol frio (-20° C, Kemika, Croacia) durante 5 min seguido de otro lavado
con PBS. Posteriormente, se uso una disolucion de 0,1% Triton X-100 en
PBS para desnaturalizar la membrana. La placa se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente, y se volvid a lavar con PBS. A continuacion, se tifio
el ndcleo con tincion de Hoechst a una concentracion de 10 pg/mL
(preparado en PBS con la adicion de Tritén X-100 0,1% v/v) durante 15 min
a temperatura ambiente. El colorante se retir6 de los pocillos, y se lavo dos
veces con 200 pL/pocillo de PBS. Posteriormente, se afladieron 40
uL/pocillo de la solucion del anticuerpo yYH2AX-AF647 (Abcam, ab195189,
5 ug-mL* en PBS con la adicion de Triton X-100 0,1% v/v) y se dej6
incubando 60 min a temperatura ambiente en oscuridad. Después de retirar
la disolucién del anticuerpo, los pocillos se lavaron una vez con PBS. Se
afiadio PBS fresco para la microscopia (100 pL/pocillo) y las iméagenes se
adquirieron inmediatamente con un sistema de imagen EVOS M700
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) a 20 x magnificaciones. Los canales
adquiridos por separado se combinaron usando el editor Imagel
(Universidad de Wisconsin, EE. UU.).
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4.5.3 Ensayo de viabilidad celular por MTS

Las células MCF-7 y HEK-293 se sembraron a una densidad de 2-103
células por pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron en condiciones
estandar de cultivo celular. Después de 24 h, el medio se reemplaz6 por
medio de cultivo nuevo que contenia las nanoesferas de oro (0,6, 1,5, 3, 4,5
y 6 nM) y se incub6 durante otras 24 h en las mismas condiciones. Para
cuantificar la viabilidad de las células mediante el ensayo MTS, se retir el
medio y las células se incubaron en una mezcla de DMEM (80 uL) con una
disolucion acuosa de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (20 uL, 5 mg-mL™1), en la
oscuridad en condiciones de cultivo durante 1 h para las MCF-7 y 3 h para
la HEK-293. Pasado ese tiempo, se registré la absorcion a 490 nm (OD)
usando un lector de placas. El porcentaje de viabilidad celular de cada
muestra se calcul6 utilizando la siguiente formula con 100 uL. de PBS como

blanco:

OD de la muestra tratada — OD del blanco

% Viablidad celular = .
% Viablidad celular 0D del control de células sin NPs — OD del blanco

4.5.4 Ensayo de viabilidad celular por citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos y se incubaron 1-10°
células durante 24 h a 37 °C y 5% CO,. Después de la incubacion se retird
el medio de cultivo de los pocillos. Posteriormente, se afiadieron 900 pL de
medio fresco, seguidos de 100 pL de disolucion concentrada de
nanoparticulas en PBS. Para los controles negativos, se afiadio PBS y se usé
DMSO (10%) y una alta concentracion de doxorrubicina (100 mg-mL1)
como control positivo de toxicidad. Las células se tifieron con el Kit

Annexina V y Pl (Biorad, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Los porcentajes de células vivas y muertas se obtuvieron con el
software de citometria de flujo, FlowJo (FlowJo LLC, EE. UU.).
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1. INTRODUCCION

La terapia fototérmica o PTT se ha explorado ampliamente en los
ultimos afios ya que se trata de una técnica no invasiva, con bajo coste,
efectos secundarios bajos y buen control espaciotemporal® a diferencia de
tratamientos convencionales de tumores como la radioterapia, quimioterapia
y cirugia, que presentan menor eficacia, alta probabilidad de reincidencia del
cancer y efectos secundarios severos.? EI mecanismo de la PTT se basaen la
conversion de fotones de energia electromagnética en calor mediante agentes
fototérmicos (PTA).2 Los PTA mas utilizados estan basados, en general, en
materiales o moléculas organicas. Sin embargo, estos materiales presentan
baja estabilidad y efecto photobleaching.* Las nanoparticulas de oro son
candidatas prometedoras como PTA debido a sus propiedades opticas, facil

funcionalizacion y alta estabilidad.

Las notables propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro se
caracterizan por el fendmeno de resonancia de plasmon localizado de
superficie (LSPR) y la conversion eficiente de radiacion electromagnética en
calor (véase Capitulo 1).°> Modificando el tamafio y la relacion de aspecto de
las nanoparticulas es posible ajustar la posicion de la banda de LSPR desde
la regidn visible hasta el infrarrojo cercano (NIR). La absorbancia de los
tejidos bioldgicos en la region NIR es considerablemente menor y se conoce

como ventana biolégica. (Figura 1).° Se puede dividir en tres regiones:

e La primera ventana bioldgica se observa en el rango de 650 a 950 nm
que no es 6ptimo debido a la autofluorescencia del tejido.’

e La segunda ventana biologica es en el rango de 1000 y 1350 nm
ofreciendo especial sensibilidad para imagen in vivo.®

e Finalmente, la tercera ventana bioldgica existe entre los rangos de

longitud de onda entre 1500 y aproximadamente 1800 nm.
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Figura 1. Propiedades Opticas de los componentes del tejido en el espectro de absorcion
visible hasta el infrarrojo cercano (NIR) donde se ha representado la absorcion de la
hemoglobina (Hb), oxihemoglobina (HbO) y el agua. Todos los espectros son datos
compilados por Scott Prahl en Centro de Medicina Laser de Oregon
(http://omlc.ogi.edu/spectra/). (A) Propiedades O&pticas de nanoesferas (NSs) vy
nanoprismas (NPrs) obtenidas por un espectrofotdmetro de UV-vis-NIR. (B) Figura
adaptada de la ref 3.

Asimismo, el aumento de transparencia hacia la luz NIR en esos
rangos de longitudes de onda permite una penetracién mas profunda en el
tejido bioldgico y las nanoparticulas de oro pueden absorber selectivamente
la luz que penetra. Estos materiales permiten la concentracion de calor en las
zonas de interés, como tejido tumoral, evitando dafiar las células sanas.®°
La forma de las nanoparticulas juega un papel importante en el fenémeno de
LSPR. En el caso de las nanoesferas de oro (NSs), la modificacion del
tamafo conlleva pequefios cambios en la posicién de la banda de LSPR, en

la region entre 500 y 600 nm.! Por esta razon, se prefiere usar nanoclusters
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o formas anisétropas del oro como nanobastones (NRs),'? nanoestrellas,*® y

nanoprismas (NPrs),'* entre otros.

Ademas de las propiedades oOpticas de las nanoparticulas, la forma en
que estas interactan con las biomoléculas y la materia viva es decisiva para
su aplicacién en la terapia. En un trabajo reciente de nuestro grupo de
investigacion se compararon NRs y NPrs en varios aspectos: la capacidad
para calentar medio de cultivo, el grado de internalizacion en células Vero y
la capacidad de matar esas células mediante fototermia.™® Para el trabajo se
utilizaron NPrs y NRs cuyos LSPRs estaban cercanos a 1064 nm, la longitud
de onda del laser de trabajo. Se observd que los NRs de oro son mejores
transductores fototérmicos que los NPrs al producir un calentamiento mayor
cuando se irradian muestras de nanoparticulas con igual concentracion de
oro.'® Sin embargo, los NPrs fueron mas efectivos para inducir la muerte
celular a través de la ablacion fototérmica debido a su mayor internalizacion
celular.®>Y<sup>16,17</sup> No obstante, la internalizacion celular
superior de los NPrs de oro se debe a interacciones no especificas, por lo que
en la aplicacion in vivo cabria esperar que no se obtuviera selectividad en el
tratamiento y que se produjeran dafos innecesarios en el tejido local sano.
El recubrimiento con polietilenglicol (PEG) como polimero antiadherente
para evitar la internalizacion no especifica no ha sido eficaz en el caso de
NPrs de oro 1618 y todavia no se ha descrito una alternativa mejor para NPrs

de oro.

Los métodos de sintesis de NPrs de oro presentan mayor dificultad que
la de sus homdlogos isOtropos y requieren la reaccion de bajas
concentraciones del precursor metalico, normalmente HAuUCI,;, con
reductores débiles. Se utilizan diversos agentes de recubrimiento o plantillas,
como polimeros o tensioactivos, para favorecer la selectividad de forma!®2°,

El enfoque mas exitoso para NPrs de oro?-?* implica el uso de tensioactivos

165



Capitulo 4

como el bromuro o el cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAB), con los que se
obtienen excelentes selectividades de tamafio y forma. Sin embargo, estos
tensioactivos son citotoxicos, lo que supone una seria limitacién para
aplicaciones que involucran el contacto directo del material con tejidos
sanos.?>2¢ Por ejemplo, es un hecho conocido que diferentes lineas celulares
son sensibles a CTAB. Cuando las células HT-29 (modelo de colon humano)
se exponen a CTAB libre en una concentracion de 200 nM durante 4 dias, la

viabilidad celular se reduce en un 50%.%

Para preparar NPrs de oro sin utilizar CTAB, generalmente, se
emplean condiciones reductoras suaves en combinacion con un agente
director que puede ser otro tensioactivo, polimeros sintéticos?’=? o
naturales®, cristales liquidos®* o haluros de metales alcalinos.>® Con estos
reactivos no se consigue una buena selectividad de forma ya que se obtienen
nanoparticulas esféricas como producto secundario. Es conveniente separar
los NIPrs de las nanoparticulas esféricas. Las nanoparticulas esféricas podrian
conducir a una mayor respuesta inmune y un aumento de la toxicidad.*?
Asimismo, requieren valiosas moléculas activas o de vectorizacion cuando

se requieren pasos de bioconjugacion.

Los métodos descritos hasta la fecha para aislar NPrs de oro necesitan
mucho tiempo y solo son asequibles a muy baja escala, 1o que limita el
nimero y la extension de posteriores pruebas in vivo. La separacion por
dialisis para excluir determinados tamafios de nanomateriales solo permite
separar tamafios de nanoesferas menores a 10 nm.%*® También se ha
aprovechado la carga y tamafio de los materiales para separar las
nanoparticulas por electroforesis. Nuestro grupo aprovecho esta diferencia
para separar pequefias cantidades de NPrs de las NSs que se obtienen como
subproducto en la sintesis (Figura 2, A). En ese método, las muestras se

cargaban en los pocillos del gel de agarosa y se aplicaba la diferencia de
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potencial durante 1 h. Las diferentes movilidades electroforéticas resultaban
en laresolucién de dos bandas en el gel de agarosa. La banda correspondiente
a los NPrs (verde) se cortaba. Para poder eliminar la agarosa que
contaminaba los NPrs ya libres de NSs, se utilizaba una filtracion
electroforética en TBE con una membrana de dialisis con corte en 10 kDa
(100 V, 2 h).3" Este método de purificacion requeria mucho tiempo y solo
permitia la preparacion de pequefias cantidades de NPrs con bajo

rendimiento.38:3°

A
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4) Filtracion
1) Gel de

electroforética
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5) Recuperacion

de los NPrs
AR » 32
s . 2) Se corta la banda NPrs T
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':t Ry 3) Membrana de dialisis AY

. @ Nanobaston
- T @ Nanoesfera
| -V ~—— % o Micela

Figura 2. Ejemplos de purificacién de nanoparticulas. Purificacién de nanoprismas de oro
por electroforesis en gel: la disolucion acuosa de nanoprismas y nanoesferas se carga en
pocillos dentro de un gel de agarosa sumergido en una cubeta de electroforesis. Las NSs
presentan diferente movilidad que los NPrs, y se forman dos bandas, una roja debida a las
nanoesferas, y otra verde debida a los NPrs. Esta Gltima se separa para recuperar los NPrs.
(A)*® Recristalizacion de nanoprismas funcionalizados con ADN, se divide en cuatro
etapas: (1) Modificacion con ADN, (2) cristalizacion selectiva de forma, (3) purificacion,
y (4) recristalizacion. (B) *° Precipitacion de nanobastones en presencia de nanoesferas
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debido a fuerzas de agotamiento (depletion forces) siguiendo el modelo de Askura y
Oasawa. (C) 414

Dentro de las estrategias que mayor éxito han tenido para la
purificacion de nanoprismas, destaca la recristalizacion mediante la
hibridacion de oligonucledtidos unidos a las nanoparticulas. En el trabajo del
grupo de Mirkin, la mezcla de nanoprismas y nanoesferas obtenida por un
método mediado por semillas con CTAB se funcionalizdé con cadenas de
ADN. Por medio del control de la temperatura de hibridacion de las cadenas,
se precipitaron los NPrs, cuyas superficies planas facilitan la hibridacion de
mas oligonucledtidos por nanoparticula (Figura 2, B).° El campo de
aplicacion de este método de purificacion esta sumamente restringido puesto

que requiere de una funcionalizacion muy especifica.

Asimismo, se ha trabajado en la precipitacion selectiva por forma y
tamafio, basandose en las diferentes interacciones de las nanoparticulas
debido a su superficie. Por ejemplo, con nanoparticulas esféricas se genera
minimo contacto dada su geometria aproximadamente esférica. Ejemplos
iniciales de esta metodologia se encuentran en el trabajo de Park et al.*! que
demostraron que las nanoparticulas en forma de bastones tienden a agregar
y sedimentar en presencia de micelas, siendo esta agregacion reversible
(Figura 2, C). La concentracion del surfactante juega un papel critico en este
método. Posteriormente, esta metodologia se ha extendido a la purificacion
de NPrs en presencia de micelas de CTAC.* Otros ejemplos mas recientes
son los que utilizan fosfolipidos junto a otros surfactantes como

sulfosuccinato de sodio y dioctilo (AOT) en lugar de CTAB.*?

Los métodos de purificacion por precipitacion presentados dependen
de la presencia de surfactante. Seria conveniente eliminar dicho surfactante
de las sintesis para disminuir la complejidad del material y facilitar su uso
en aplicaciones biomédicas enfocadas al tratamiento. Por ello, se plantea el
uso de moléculas presentes en medio bioldgico como el glutation, que es la
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especie tiolada mas abundante en la célula con una concentraciéon intracelular
de 1-10 mM.* El glutation (GSH) y la cisteina han demostrado promover
interacciones electroestaticas entre nanoparticulas. En la literatura,*® estas
interacciones se explican por la forma zwitterionica del GSH, lo que permite
el autoensamblado de nanobastones por sus extremos tras la funcionalizacion
selectiva con GSH (Figura 3). Dada la especial caracteristica de la superficie
de los NPrs comparado con otros tipos de nanoparticulas, nuestra hipotesis
es que las interacciones de GSH podrian utilizarse para purificar NPrs de

otras formas de NP que pueden surgir de la sintesis como subproductos.

<

o

HS (0)

Figura 3. Imagen de TEM de nanobastones ensamblados formando una cadena (A),
Esquema del mecanismo de ensamblaje (B) y estructuras moleculares de glutation,
cisteinay CTAB (C). Adaptado de la ref 46.
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Siguiendo ese planteamiento, en este capitulo presentamos un método
de separacion escalable basado en la precipitacion cuantitativa y selectiva de
NPrs de oro después de una sintesis sin el uso de surfactantes tales como el
CTAB. El tratamiento del crudo de reaccion con GSH promoveria las
interacciones entre nanoparticulas, mas importantes en NPrs que en NSs
debido a la mayor superficie plana de NPrs, favoreciendo a su vez las
interacciones multiples.’® Asimismo, presentaremos en este capitulo una
mejora escalable de la purificacion de NPrs mediante electroforesis en gel de
agarosa comparandolo con el método de la precipitacion selectiva mediada
por GSH. Por ultimo, la introduccion de GSH en la superficie, que ademas
tiene grupos acidos y bésicos, podria modificar la interaccion que tiene este
material con los componentes bioldgicos. Los materiales preparados se
probaran en in vitro para la aplicacion de estas nanoparticulas en terapia

fototérmica.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Métodos de purificacion de nanoprismas

En este trabajo aplicamos los métodos de sintesis de nanoprismas
(NPrs) de dos tamafos correspondientes a bandas LSPR centradas en 900
(P-NPrs) y 1100 nm (M-NPrs) que se optimizaron en el Capitulo 2. En el
método establecido previamente por el grupo, esta mezcla se trataba con un
polietilenglicol heterobifuncional, HS-PEG-COOH (5 kDa), para lograr una
mejor estabilidad coloidal como paso previo a la separacion de formas.3” En
el grupo de investigacion, hemos utilizado métodos de separacion que
dependen de las propiedades de los materiales como el tamafio y la
estabilidad coloidal. Mediante varios lavados con centrifugacion usando
bajas revoluciones, los NPrs estabilizados con PEG (NPrs-PEG) se separan
de las NSs debido a la diferencia de tamafio de las nanoparticulas. Este
método se mejora, bien por separacion electroforética de las nanoparticulas,
bien sencillamente por sedimentacion lograndose que los NPrs-PEG
decanten debido a su menor estabilidad coloidal comparada con la de las

NSs. Sin embargo, ambos métodos producen bajo rendimiento de material.

2.1.1. Purificacion de nanoprismas por filtracion electroforeética

Tal como se comento en la introduccidn, los NPrs y NSs en M-NPr/NS
son muy diferentes en tamafo y forma, por lo que se pueden separar por su
diferente movilidad electroforética en geles de agarosa (Figura 2 A). Sin
embargo, el método solo es accesible para bajas cantidades de material. 383
Para reducir la pérdida de NPs al recuperar los NPrs del gel, se plantea
cambiar el enfoque y desarrollar un método en gel de agarosa, pero mas
parecido a una filtracion. Debido a las diferencias de movilidad

electroforética y el bajo didmetro hidrodinamico de las NSs en comparacion
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a los NPrs, se ajusta el porcentaje de gel y tiempo de ejecucion. A una alta
concentracion de gel (2,5 % en peso) se consigue que las nanoesferas entren
en el gel, y los nanoprismas se queden en el pocillo. Al final del experimento,

los nanoprismas se recuperan del pocillo y se resuspenden (Figura 4).

A)

NS.
Kl, NasS20 % - @
25203 ; s e _r
Au (II1) PEGilacion W coee
Gel de
electroforesis

Figura 4.Método de sintesis de los nanoprismas y posterior purificacion por filtracion
electroforética (A).La disolucion acuosa de nanoprismas y nanoesferas estabilizadas con
PEG se carga en pocillos dentro de un gel de agarosa (2.5%) sumergido en una cubeta de
electroforesis llena de TBE 0.5x. Debido a la mayor movilidad electroforética y al menor
diametro hidrodindmico de los NS en comparacion con los NPr, las nanoesferas entran
en el gel y los nanoprismas se quedan en los pocillos. Al final del experimento, los
nanoprismas se recuperaron de los pocillos. (B)

Se consigue mejorar de cuatro formas el método anterior de
purificacion por electroforesis en gel de agarosa. Primero, se trata de una
filtracion en la que la separacion se produce en la entrada en el gel de
agarosa, sin necesidad de esperar a que ambas bandas se resuelvan. Segundo,
al no necesitar la resolucion de las bandas en el gel de agarosa por tratarse

de una filtracion se puede cargar una mezcla mas concentrada. Tercero,

172



Sintesis y purificacion de nanoprismas con glutation

puesto que la separacion tiene lugar en la entrada al gel de agarosa se necesita
menos longitud del gel para una misma cantidad de muestra por lo que en un
mismo gel de agarosa estandar se pueden realizar varias filtraciones
simultaneamente. Por ultimo, los NPrs no llegan a penetrar en el gel por lo
que se obtienen practicamente libres de residuos de agarosa y se puede
prescindir de la filtracion electroforética con membrana de dialisis que se
empleaba para eliminarlos. Estas mejoras se traducen en un aumento notable
en la velocidad de trabajo (throughput): el nuevo método permite la
purificacion de 3 mg de NPrs por gel, requiriendo un tiempo total de 19 min,
comparado con alrededor de 0,3 mg NPrs por gel que se podia preparar en

mas de 3 horas de experimento.®’

La Figura 5 muestra los espectros UV-vis-NIR de las mezclas P-
NPr/NS-PEG y M-NPr/NS-PEG obtenidas, en los cuales se pueden observar
dos clases de bandas de absorcion. Una banda en el espectro visible (530-
535 nm) corresponde al LSPR de las NS, mientras que una segunda banda,
mas intensa centrada en 898 nm (P-NPr/NS-PEG) o 1076 nm (M-NPr/NS-
PEG), corresponde al modo dipolar en el plano de los nanoprismas (Figura
5). Por un lado, el espectro UV-vis-NIR de los NPrs obtenidos P-NPr-PEG
y M-NPr-PEG mostraba una supresion de la banda LSPR a 528 nm debida a
las NSs. Por otro lado, se produjo un desplazamiento al infrarrojo para ambos
P-NPrs-PEG y M-NPrs-PEG comparado con la situacién inicial (Figura 5).
Este desplazamiento puede deberse al aumento de tamafio medio después de
la purificacion como resultado de que los NPrs mas pequefios entren en el

gel y sean descartados.
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Figura 5. Espectro de absorcion UV-Vis-NIR e imégenes de los M-NPrs (izquierda) y P-
NPrs (derecha). Cdodigo de color: NPr/NS-PEG (=) y NPr-PEG (==).

2.1.2. Purificacion de nanoprismas con glutation (GSH)

Los NPrs tienden a sedimentar después de varias semanas en contraste
con las NS que son coloidalmente méas estables, dando lugar a NPrs
enriquecidos en un tamafio mayor que la mezcla sintetizada.® Este proceso
se puede acelerar por centrifugacion o desestabilizacion con el empleo de
disolventes que desestabilicen la suspension coloidal. Sin embargo, este

procedimiento no suele presentar buenos rendimientos.

Nuestra hipotesis para este trabajo fue que interacciones interparticulas
especificas permitirian un método de purificacion mas sencillo y rapido
basado en la precipitacion selectiva. Se ha descrito que el glutation y la
cisteina desplazan selectivamente las moléculas de CTAB de los extremos
de las puntas de nanobastones debido a un empaguetamiento menos denso
del tensioactivo en los extremos de la nanoparticula. El grupo de Gao postulé
que los grupos de cabeza del surfactante prefieren un mayor espacio de los
atomos de oro en las zonas laterales de los nanobastones, que presentan caras

[100] en vez de los extremos.*’

La union selectiva de cisteina y glutation en los extremos de las puntas

de los NRs condujo a ensamblajes lineales de varillas y esferas con las
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varillas conectadas de extremo a extremo a un pH bajo (pH ~ 4),% que se
atribuye a la interaccion entre las formas zwitterionicas de cisteinas o
glutatién en diferentes particulas a ese pH. Basandonos en esos trabajos,
planteamos la hipotesis de que tales interacciones entre particulas serian mas
importantes en NPrs que en NSs, ya que las grandes superficies planas de
NPr permitirian interacciones multipuntuales. Al ser interacciones
dependientes del pH, se podria controlar el grado de agregacion o

precipitacion ajustando el pH (Figura 6).

2 e
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Figura 6. Método propuesto para la purificacion de los nanoprismas de oro (NPrs) de una
mezcla con nanoesferas de oro (NSs).

Los M-NPr/NS se prepararon utilizando la metodologia optimizada en
capitulos anteriores. Tratamos la mezcla de sintesis de nanoesferas y
nanoprismas (M-NPr/NS) con GSH a diferentes pH para promover la
interaccién entre particulas (Figura 6). El crudo de la reaccion M-NPr/NS
tiene pH 3 como resultado del uso de &cido tetraclorodurico como material
de partida. La adicién de GSH a ese pH provoca la agregacion rapida e
irreversible de las nanoparticulas, produciendo un oscurecimiento del color
violeta de la disolucion y la posterior precipitacion de las nanoparticulas en
suspension. Cuando la adicion de GSH se realiza a pH superiores, por encima
del pK, de los grupos carboxilo y del punto isoeléctrico del glutation, los
nanoprismas precipitan lentamente y de la mezcla se separa un precipitado
verde quedando el sobrenadante rojo violaceo. Este hecho nos confirma que
la precipitacion selectiva de los nanoprismas (verdes) estaba teniendo lugar

quedando en el sobrenadante las nanoesferas (rojizas). A pH 12 la
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precipitacion ocurre con un alto rendimiento comparado con la precipitacion
a pH 6y 8 para la misma cantidad de GSH y este pH fue seleccionado para
la precipitacion. El sedimento verde, formado por los NPrs funcionalizados

con GSH (M-NPr-GSH) se redispersa facilmente en agua.

Cuando se usan las condiciones optimizadas a pH 12, el espectro UV-
Vis-NIR de los NPrs-GSH (Figura 7) muestra la desaparicién de la banda de
LSPR de las NS a 530 nm y por lo tanto la eficacia para eliminar las NS de
la mezcla. Por otro lado, la banda de LSPR en la region NIR desaparece
completamente en el sobrenandante indicando que no hay una pérdida

significativa de nanoprismas durante la purificacion (Figura 7).
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Figura 7. (A) y (D) Aspecto de las disoluciones de NPrs preparados. (B) y (E) Espectro
de absorcion UV-Vis-NIR NPrs preparados con la banda LSPR alrededor de 1100 nm y
900 nm. (C) y (F) Gel de electroforesis comparativo entre las tres muestras. (A), (B) y
(C) correspondiente a los NPrs con la banda LSPR alrededor de 1100 nmYy, (D), (E) y (F)
corresponde a 900 nm. Cédigo de color: NPr/NS-PEG (=), NPr-GSH (==-), NPr-GSH-
PEG (=), NPr-PEG (=) y sobrenadante (==-).

M-NPr-GSH son coloidalmente estables en agua con respecto al
tiempo. Sin embargo, el uso de diversos tampones como fosfato de sodio
provoca la agregacion de estas nanoparticulas cuando no hay exceso de GSH
en la disolucion, probablemente como consecuencia del apantallamiento de
las repulsiones electrostaticas entre nanoparticulas y del desplazamiento de

parte del GSH por iones fosfatos, mas pequefios.
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Por esta razén, fue necesario un paso de PEGilacion para incrementar
la estabilidad de los nanoprismas y facilitar una posterior bioconjugacion
(Figura 6). Para este paso se utilizaron las mismas condiciones de pH basico
y exceso de PEG que teniamos establecidas para la PEGilacion de la mezcla
resultante de la sintesis. Se trata de condiciones de gran exceso de PEG,
aungue en este sistema no podemos determinar si el PEG tiolado es capaz de
desplazar moléculas de glutation de la superficie de los nanoprismas. Nuestra
hipbtesis es que después de la PEGilacién el recubrimiento consiste en
moléculas de PEG en conformacion champifion con moléculas de GSH, mas
pequefias, que quedan en los huecos dejados por el PEG en ciertas
conformaciones promoviendo un recubrimiento mas eficiente. Sin embargo,
la presencia simultdnea de PEG y GSH imposibilitd la cuantificacion de
cualquiera de ellos tanto en términos absolutos como relativos. Después de

la PEGilacion no hay cambios significativos en el espectro UV-Vis-NIR.

En la literatura, los rendimientos de sintesis de los NPrs se obtienen a
partir de las medidas de espectros de absorcion. Por el contrario, nosotros
determinamos el rendimiento por un metodo méas exacto como el ICP-AES
en varias sintesis usando una escala de 80 mg mediante el protocolo libre de
CTAB y nuestra precipitacion mediada por GSH o gel de electroforesis. Los
rendimientos obtenidos (Tabla 1, Entrada 1) fueron comparables con el
rendimiento total de (NPrs + NSs) obtenido con otros métodos sintéticos.®
Por un lado, los NPrs pueden recuperarse casi completamente después del
paso de PEGilacion obteniendo un 38 £ 7% en el caso del empleo de GSH
(Tabla 1, Entrada 4). Por otro lado, la purificacién de los NPrs sin el empleo
de GSH mediante gel de electroforesis (M-NPrs-PEG) fue de 19 *+ 3%. De
esta manera, se ha conseguido doblar el rendimiento de la purificacion
comparada con la purificacion por filtracion en gel de agarosa. Cabe destacar

que tambien se ha producido una reduccion y una simplificacion del
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protocolo de trabajo: normalmente la purificacion filtracion electroforética

en gel requiere una 6 h de trabajo para la misma escala de trabajo.

Tabla 1. Comparacion de la ALspr, rendimiento y tamario de los NPrs preparados por los
dos métodos.

Ent. Material )(‘;?FS Rendi(rg);;entoz'3 Lonbg(;trlég !
(nm)

1 M-NPr/NS-PEG 1076 66 + 4 131 + 37
2 M-NPr-PEG 1149 19+3 205 + 41
3 M-NPr-GSH 1078 42 +7 188 + 57
4 M-NPr-GSH-PEG 1092 38+7 165 + 45
5 P-NPr/NS-PEG 898 48 110+ 31
6 P-NPr-PEG 940 13 125 + 24
7 P-NPr-GSH 818 24

8 P-NPr-GSH-PEG 901 21 121+ 19

!Resultados de Espectroscopia de Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-AES); 2Porcentaje de oro basado en la inicial de oro (I11) afiadida en la
sintesis y extrayendo el resultado de cuatro sintesis para la sintesis de M-NPrs. 3Para P-
NPrs no se hicieron réplicas.

Se puede utilizar la deposicion mediada por GSH para la preparacion
de NPrs de otros tamarfios. Cuando este protocolo se aplica para la sintesis de
NPrs de longitud de borde de 120 nm con la banda LSPR alrededor de 900
nm (P-NPrs) la deposicion es menos efectiva y es necesario un aumento de
la cantidad de GSH que se afiade. Se obtiene un 24% del rendimiento de oro
en la precipitacion (Tabla 1, Entrada 7). El espectro de absorcion UV-Vis del
sobrenadante mostré una banda de LSPR a 528 nm correspondiente a los NS,
asi como un maximo débil a 815 nm atribuido a los P-NPrs, lo que indica
que hay una pérdida de rendimiento en el proceso (Figura 7, E). Sin embargo,
el rendimiento global del 21% representa una mejora notable respecto al 13%
obtenido usando la purificacion por filtracion electroforética en gel de
agarosa (Tabla 1, Entrada 8).
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Tomados en conjunto, tanto la precipitacion selectiva mediada por
GSH como la filtracidn en gel de agarosa condujeron a la aparente separacion
completa de los NS por UV-vis-NIR (Figura 7, B). Sin embargo, se obtuvo
un rendimiento dos veces mayor cuando se usé el primero. Ademas, la
precipitacion mediada por GSH es mas susceptible de aumento de escala que
la filtracidn electroforética, principalmente porque elimina la necesidad de

instrumentacion costosa y mano de obra.*8

2.2. Caracterizacion de los nanoprismas tras la purificacion

Caracterizamos los materiales obtenidos mediante los métodos de
purificacion para demostrar que no presentan grandes diferencias entre ellos.
A priori, ambos métodos podrian causar el enriquecimiento en NPrs de
mayor tamafio, lo que tendria un efecto en el espectro UV-vis-NIR. Sin
embargo, la deposicion selectiva no conduce a un cambio significativo en el
LSPR (Figura 7). La misma banda aparece desplazada a mayores longitudes
de onda para M-NPr-PEG, lo que indica que el rendimiento mas bajo con ese
método podria ser causado por la exclusion de tamafio de NPrs mas

pequefos. Se observan diferencias similares para los P-NPrs (Figura 7).

En este trabajo usamos la microscopia electronica de barrido (SEM)
para verificar que esta metodologia no altera la distribucion del tamafio ni la
morfologia de los NPrs (Figura 8). Por un lado, las muestras de M-NPr/NS-
PEG contenian una gran cantidad de NS, independientemente de la baja
intensidad del LSPR correspondiente (Figura 7, B). Por otro lado, la
selectividad de la deposicion mediada por GSH se demuestra mediante
imagenes SEM en las que apenas se pueden detectar NS (Figura 8, B). Solo
aparece un aumento moderado en la dimension de los NPrs, pasando a ser de
165 £ 45 nm de longitud de borde para M-NPr-GSH-PEG (Figura 8, By E).
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Sin embargo, las muestras de M-NPr-PEG muestran dimensiones
significativamente mayores, 205 + 43 nm (Figura 8, C y F), tal y como era
de esperar teniendo en cuenta los espectros UV-Vis-NIR (Figura 7, B). El
menor rendimiento de la electroforesis en gel es evidente debido a que solo
se purifican los nanoprismas de mayor tamafo. Cabe destacar que ninguno
de los dos métodos puede separar otras formas anisotropas producidas
durante esta sintesis, donde aproximadamente el 10% corresponde a

hexagonos y otras formas de nanoplatos.

NPs (%)

0 0 0
0 60 120 180240 300 360 0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360
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Figura 8. (A—C) Microscopia electronica de barrido (SEM) micrografia correspondiente
a M-NPr/NS-PEG, M-NPr-GSH-PEG, y M-NPr-PEG, respectivamente. (D-F)
Histogramas correspondientes a los nanoprismas preparados: M-NPr/NS, M-NPr-GSH-
PEG, y M-NPr-PEG, respectivamente. Las nanoesferas no se tuvieron en cuenta para los
histogramas.

Con respecto a los P-NPrs, también se observa la presencia de esferas
tras la sintesis, P-NPr/NS-PEG (Figura 9, A). Tras la purificacion por ambos
métodos, el tamafio de los NPrs aumenta hasta 125 nm. No obstante, P-NPr-

PEG se purifican peor y se observan algunas esferas en las iméagenes de
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SEM, aungue la contribucién de las NSs en el UV-vis desaparece. Para
retirar las nanoesferas se podria hacer otro gel de electroforesis, pero

descartamos esta opcion ya que disminuiria el rendimiento, ya de por si bajo.
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Figura 9. (A-C) Microscopia electronica de barrido (SEM) micrografia correspondiente
a P-NPr/NS-PEG, P-NPr-GSH-PEG, y P-NPr-PEG, respectivamente. (D—F) Histogramas
correspondientes a los nanoprismas preparados: P-NPr/NS, P-NPr-GSH-PEG, y P-NPr-
PEG, respectivamente. Las nanoesferas no se tuvieron en cuenta para los histogramas.

Una vez realizada la caracterizacion fisica de todas las nanoparticulas,
decidimos centrarnos en los M-NPrs-PEG y M-NPrs-GSH-PEG debido a
que presentan el mayor rendimiento y la aplicacion se centra en irradiar a
una longitud de onda de 1060 nm, méas cercana a banda de LSPR de estos
materiales. Antes de probar estos materiales para aplicaciones biomédicas es
importante conocer su estabilidad coloidal en condiciones relevantes para
medios biologicos. La estabilidad coloidal, junto a la reactividad superficial
y la capacidad de establecer interacciones no especificas con proteinas en
medios biologicos, son aspectos esenciales para las futuras aplicaciones

biotecnologicas.
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Todas las particulas dan suspensiones coloidales estables en agua a
pesar de sus bajos valores absolutos de potencial-{. M-NPrs-PEG y M-NPrs-
GSH-PEG exhiben valores similares, -13,9 £ 0,5 mV y -15,9 = 0,8 mV,
respectivamente, lo que indica un recubrimiento eficiente con PEG a pesar
de la presencia de GSH. Por otro lado, M-NPr-GSH exhibe un valor absoluto
mas alto -23,0 £ 1,0 mV.

La estabilidad coloidal de los M-NPrs-GSH-PEG es levemente
superior a la de nuestro estandar M-NPr-PEG en condiciones idénticas. La
Figura 10 muestra la variacion con el tiempo de la absorbancia en la banda
LSPR de las muestras dispersas en tampon fosfato (20 mM) en el rango de
pH 3-12 asi como en una disolucion acuosa de NaCl (1 M). M-NPrs-PEG
son completamente estables en agua a temperatura ambiente, pero se agregan
a un pH por debajo del pKa de los grupos carboxilos (pH 3). La temperatura
y las disoluciones de fosfato bésicas causan la agregacion gradual de los
NPrs después de unos dias (Figura 10, B). Curiosamente, M-NPrs-GSH-PEG
presenta una mayor estabilidad. Después de 12 dias, solo la mitad de la
absorbancia se habia perdido en NaCl y tampones fosfatos pH 9y 12 (Figura
10, A).
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Figura 10. Prueba de estabilidad coloidal aplicada a M-NPrs-GSH-PEG (A) y M-NPrs-
PEG (B) dispersados en agua a temperatura ambiente y 50 °C, en tampén fosfato (20
mM) a temperatura ambiente en el rango de pH de 3 a 12 y en presencia de NaCl 1 M. La
absorbancia relativa al valor inicial se representa frente al tiempo para todas las muestras.

Junto a las sales, las proteinas son uno de los mayores componentes de
los fluidos biologicos. En el Capitulo 3, se introdujo el término de la corona
de proteinas, que es la capa de biomoléculas, principalmente proteinas, que
se forma en torno a las nanoparticulas cuando entran en contacto con el
medio biolégico.*® En dicho capitulo, se estudiaron las interacciones de
nanoesferas estabilizadas con PEG458 (NS-PEG458) con la albumina de
suero bovino (BSA), que es la proteina plasmatica mas abundante en
humanos y otros mamiferos. Se concluy0d que estas nanoparticulas no
producian un cambio drastico en la estructura secundaria de la proteina y
estos resultados concordaban con estudios previos de la bibliografia.>® Sin
embargo, no se determind la cantidad de proteina que se unia a la

nanoparticula

Para evaluar las interacciones de NPrs con proteinas, se incuba
albumina de suero bovino (BSA,; 66,5 kDa; pl 4,7) con los NPrs a pH
fisiologico y se monitoriza la estabilidad coloidal de las particulas. Las
nanoparticulas permanecen estables, pero no se registra adsorcion de
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proteinas por ensayo colorimétrico de Bradford a pH superiores a 5. La BSA
interacta con NPrs a pH por debajo del punto isoeléctrico, en el cual la carga
neta de BSA es neutra y no hay repulsiones electrostaticas con los grupos
carboxilos en el recubrimiento de las nanoparticulas aln cargadas

negativamente a ese pH.

Con el fin de detectar cambios muy sutiles en la adsorcion de proteinas
en los diferentes materiales, se decide usar radiomarcaje para la
cuantificacion de emisiones gamma. La BSA se marca con %1 y la BSA se
adsorbe en los materiales a pH 4,7. Luego se evalua la estabilidad de la
corona de proteinas en M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs-PEG en tres
condiciones de pH diferentes (Tabla 2). Para una comparacion mas
equilibrada representamos la proteina adsorbida por nm? de area superficial,
para lo que utilizamos concentraciones de Au obtenidas de ICP-AES (o UV
Vis), y las dimensiones de las nanoparticulas obtenidas mediante SEM.
Cualitativamente, ambos materiales muestran la misma tendencia: la corona
de proteina BSA es mas estable a pH acido que a pH neutro y basico, para el
cual la mitad de la proteina se libera después de dos ciclos de lavado. M-
NPrs-GSH-PEG presenta practicamente la misma relacion de adsorcién en
comparacion con el M-NPrs-PEG en todas las condiciones de pH probadas,
lo que puede deberse a que ambos materiales presentan un recubrimiento

similar en la superficie.
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Tabla 2. Resultados de los estudios de adsorcion y desorcion de los NPrs con BSA.

Ent. NPs pH BSA/nm?2-103
1 4,7 6,32
2 | M-NPrs-GSH-PEG | 7P 2,90
3 9 3,18
4 4,7% 5,55
5 M-NPrs-PEG 7° 3,48
6 o° 3,21

2 Tampon acetato de sodio 20 mM; ® Tamp6n HEPES 20 mM, ¢ Tampdn borato de sodio
20 mM.

2.3. Estudios in vitro de los nanoprismas en celulas adherentes

2.3.1. Citotoxicidad e internalizacion de los M-NPrs-GSH-PEG vs M-
NPrs-PEG en células

Al evaluar estas particulas para aplicaciones biotecnoldgicas se debe
atender su citotoxicidad y absorcion celular. Las propiedades fisicoquimicas
de las nanoparticulas de oro como la forma, el tamario, y la carga son factores
criticos para la interaccion con los componentes bioldgicos, y podrian influir
en el mecanismo de internalizacion de estos materiales.®* En principio, la
interaccion del medio extracelular y la membrana con los nanoprismas de
oro, M-NPrs-GSH-PEG o M-NPrs-PEG, deberia ser equivalente puesto que
forma, tamafio y recubrimiento son esencialmente iguales para ambos tipos
de materiales. Sin embargo, la presencia de GSH en M-NPrs-GSH-PEG
podria modificar la densidad del recubrimiento de PEG y la conformacion

de las moléculas de PEG con respecto a M-NPrs-PEG.

En primer lugar, se evalla la toxicidad de los NPrs mediante un ensayo
de viabilidad celular siguiendo el procedimiento de trabajos anteriores.*® Se

determina la viabilidad de las células por ensayo MTT. A diferencia del
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MTS, la reduccion del compuesto de tetrazolio MTT genera una sal de
formazan insoluble en agua (véase Capitulo 3). Los cristales de formazan se
solubilizan con DMSO.

En el ensayo se utilizan células Vero (célula epitelial de rifién extraida
de un mono verde africano) como modelo de célula de mamiferos con
diferentes concentraciones de AuNPrs hasta 100 pg-mL™?. Tras 24 h de
incubacion con las nanoparticulas, las células Vero se incuban con el reactivo
de MTT vy se determina que, en el rango de concentraciones estudiado, la
viabilidad de las células se mantiene por encima del 85% (Figura 11). La
normativa 1SO 10993-5 establece un limite de viabilidad del 70% para
considerar el farmaco como toxico a una determinada concentracion. De
acuerdo con esta normativa, las NPs no son tdxicas en el rango de

concentraciones estudiado.
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Figura 11. Viabilidad por ensayo MTT de células Vero después de incubarlas con
diferentes concentraciones de NPrs hasta 100 pg-mL™ durante 24 h. La viabilidad de las
células tratadas con nanoparticulas es similar comparada con las células control.

La internalizacion celular de los NPrs de oro se evalUa por microscopia
de campo claro y campo oscuro/fluorescencia (Figura 12). Se incuban
células Vero con 50 pg-mL* de M-NPrs-PEG 0 M-NPrs-GSH-PEG durante
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24 horas y posteriormente se lavan para eliminar todos los NPrs que no

estaban adsorbidos o no habian sido internalizados por las células.

En los estudios de microscopia de campo claro la visualizacion de
puntos verdes es signo de la presencia de NPrs. En el caso de los M-NPrs-
PEG, se observa una alta concentracion de areas verdes en el medio
intracelular, por lo que los NPr tienen una concentracion alta dentro de la
célula como se habia descrito con anterioridad (Figura 12, C).1%18 Por el
contrario, M-NPrs-GSH-PEG apenas internalizan en la célula (Figura 12, B)
y solo se aprecian ciertos agregados de las nanoparticulas. Para confirmar
estos estudios, se evaltua la internalizacion por microscopia de campo
oscuro/fluorescencia. En esta tecnica la presencia de NPrs de oro produce
puntos brillantes debido a la dispersién més intensa de la luz (Figura 12, D-
F).1152 pPor otro lado, los ndcleos celulares se tifien de azul con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para poder localizar las celulas. En el caso de
los M-NPrs-PEG se observa que los NPrs estan en el citoplasma cercanos al
nucleo de la célula. Para los M-NPrs-GSH-PEG se observa algunos NPrs
alrededor de la célula, pero probablemente se trate de agregados de

nanoparticulas, tal y como se ha observado por microscopia de campo claro.
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T NAEE
: AR
i D P

Figura 12. Imégenes de microscopia de campo claro (A, B, C) y campo oscuro (D, E, F)
de la internalizacion celular de AuNPrs. Los ndcleos celulares se tifieron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). (A, D). Las células Vero como control negativo y tratadas
con (B, E) M-NPrs-GSH-PEG, y (C, F) M-NPrs-PEG. Las células se trataron con los
NPrs a una concentracion de 50 pg-mL™ durante 24 h. Las barras de escala corresponden
a 50 pm.

Las técnicas de microscopia muestran, por lo tanto, que para M-NPrs-
GSH-PEG se produce una menor internalizacion que para M-NPrs-PEG.
Dada la similitud entre ambos materiales la presencia de glutation en el
recubrimiento debe ser la causa de esta diferencia en la absorcion celular. La
PEGilacién de los NPrs de oro para obtener M-NPrs-PEG debe realizarse a
una fuerza ionica relativamente baja con PEG de 5 kDa para asegurar la
estabilidad de los NPrs en el proceso. En estas condiciones, el
empaquetamiento denso (régimen de cepillo) esta impedido por una
conformacion de champifién de las moléculas de PEG.> La PEGilacion se
realiz6 en las mismas condiciones para M-NPr-GSH-PEG. Sin embargo,
parte de la superficie de oro ya estaria recubierta por moléculas de GSH y
las moléculas de PEG no podrian desplazar cubriendo los espacios entre los
puntos de union de las grandes moléculas de PEG. Ademas, la carga negativa

de glutation podria influir en la conformacion de PEG debido a la repulsion
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anionica. Ambos efectos permitirian un recubrimiento mas efectivo de la
superficie de oro. Como resultado, las interacciones no especificas serian
menos importantes para M-NPr-GSH-PEG que para M-NPr-PEG, dando

lugar a una disminucion de la absorcion celular.

La absorcion de M-NPr-PEG por las celulas no es especifica por lo
que en una eventual aplicacidn terapéutica no se tendria selectividad. Sin
embargo, como M-NPr-GSH-PEG no muestra casi interacciones no
especificas con las células se podrian utilizar en terapia dirigida
funcionalizando la superficie con anticuerpos o péptidos especificos de

receptores sobreexpresados en los tejidos enfermos.

2.3.2. Mejora de la internalizacidén de los nanoprismas purificados con
GSH

La ausencia de internalizacion o interacciones no especificas con las
células abre la oportunidad para conseguir terapias selectivas utilizando
NPrs-GSH-PEG. Para ello bastaria con funcionalizar los NPrs-GSH-PEG
con moléculas dirigidas a receptores especificos del tipo celular al que se
pretende dirigir la terapia.>* Para esta prueba de concepto se seleccionan dos
moléculas pequefias vectorizantes que habian proporcionado buenos
resultados para conseguir terapias dirigidas con otras nanoparticulas.> Por
un lado, los péptidos con el motivo arginina-glicina-aspartato (Figura 13, A),
RGD, promueven la adhesion a las células a través de la unién a integrinas.*
Las integrinas son receptores transmembrana heterodiméricos que funcionan
como sensores mecanicos de moléculas adheridas y como plataformas de
transduccion de sefial en multitud de procesos bioldgicos.®” Esta secuencia
ha demostrado unirse a las integrinas o,Bs> y se plantea utilizarla para una
prueba de concepto de direccionamiento (targeting) activo. Por otro lado, los

carbohidratos son responsables de la comunicacion celular en la membrana
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exterior de la mayoria de las células, en las que aparecen conjugados con
esfingolipidos (glicoesfingolipidos) o proteinas (glicoproteinas).®® Como
resultado, la mayor parte de células poseen receptores en la membrana que
reconocen carbohidratos. Para la prueba de concepto de este
direccionamiento menos especifico, seleccionamos un derivado de glucosa
(Figura 13, B), 4-amino-B-D-glucopiranosido, que favorece la interaccion

con las células, pero proporciona una interaccion menos especifica.

OH

Figura 13. (A) y (B) Estructura de los agentes vectorizantes: péptido con el motivo RGD
(GRGDS) vy el derivado de glucosa (4-amino-p-D-glucopiranésido). (C) Gel de
electroforesis comparativo de los M-NPrs-GSH-PEG (1), Nanoprismas derivatizados
con: una secuencia Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (M-NPr-GSH-PEG-RGD) (2-4) y con un 4-
amino-p-D-glucopirandsido (M-NPr-GSH-PEG-Glu) (5-7).

Para la derivatizacion de los NPrs, se aplican unas pequefias
modificaciones al protocolo publicado para la funcionalizacion de NPrs con
glucosa.®® Se usan 0,5 mg de NPrs en 1 mL de disolucién de MES 10 mM y
se activan los grupos carboxilos de los NPrs mediante el acoplamiento por
EDC/sulfo-NHS a 37 °C durante 30 min. El exceso de agentes activantes que
no han reaccionado se retira por medio de centrifugacion. A continuacion, se

afiaden diferentes cantidades de RGD (4, 20 y 40 nmol) para evaluar cual es
191



Capitulo 4

la concentracion mas adecuada para los experimentos de internalizacion.
Tras 2h de incubacion, las nanoparticulas se bloquean con
tris(hidroximetil)aminometano (Tris). Las concentraciones estudiadas de
RGD no afectan a la estabilidad de las nanoparticulas. Los NPrs
derivatizados con el péptido RGD no presentan pequefias diferencias en la
movilidad electroforética de las nanoparticulas (Figura 13, C). Es un
resultado esperable ya el balance de cargas no se modifica al unirse las
moléculas de RGD con los grupos carboxilato de la superficie. Una vez
formada la amida la carga neta del péptido a pH 7,4 es -1, como la carga del
carboxilato del PEG inicial. No se puede cuantificar el rendimiento de la
funcionalizacion mediante Bradford o Micro-BCA por la interferencia de la
sulfo-NHS® que se utiliza para la activacion de los grupos carboxilo y de la

correspondiente urea que se produce en la reaccion.

En el caso de la derivatizacion con glucosa, se usan mayores
cantidades de esta molécula con el objetivo de recubrir toda la superficie (50,
250 y 500 nmol) y se aplica el mismo protocolo que para el péptido RGD.
Tras la funcionalizacion las nanoparticulas se mantienen estables y se
produce una disminucion en la movilidad electroforética cuando se aumenta
la cantidad de molécula usada (Figura 13, C). La glucosa posee una carga
neutra una vez que se ha formado el enlace amida con el grupo carboxilato,

por lo que al funcionalizarse, la nanoparticula va perdiendo carga superficial.

Las nanoparticulas funcionalizadas se incuban durante 24 h con las
células para realizar un estudio de internalizacion de los materiales. La
microscopia de campo oscuro muestra que para una baja funcionalizacién
con RGD se obtienen unos resultados similares a M-NPrs-GSH-PEG y los
M-NPrs-GSH-PEG-RGD no se internalizan (Figura 14, D). A partir de 20
nmol de RGD no se observan grandes diferencias con la méaxima

concentracion del péptido en la internalizacion (Figura 14, E-F).
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Por otro lado, para los NPrs derivatizados con glucosa (M-NPrs-GSH-
PEG-GIu), Unicamente se estudia la concentracion mas alta ya que es la
proporcion usada en trabajos previos.®* El tratamiento de las células Vero
con M-NPrs-GSH-PEG-Glu producen una baja internalizacion (Figura 14,
C).

Figura 14. Imagenes de microscopia de campo oscuro de la internalizacion celular de
AuNPrs. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI. Las células Vero tratadas con (A)
M-NPr-GSH-PEG, (B) M-NPr-PEG, (C) M-NPr-GSH-PEG-Glu y (D-F) M-NPr-GSH-
PEG funcionalizadas con una secuencia Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (M-NPr-GSH-PEG-RGD)
usando 4, 20 y 40 nmol de RGD respectivamente. Las células se trataron con los NPrs a
una concentracion de 50 pg-mL™ durante 24 h. Las barras de escala corresponden a 50
pum.

Aun asi, estos resultados deben tratarse con cautela, la microscopia de
campo oscuro no permite saber cuantitativamente si la internalizacion celular
era mas grande con RGD. El andlisis cuantitativo por Espectrometria de
Masa con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS) confirmé esta
diferencia (Figura 15). Los resultados muestran que si bien la concentracion
de M-NPr-PEG internalizado en las células Vero fue igual a 7,58 pg de Au

por célula, la concentracion de M-NPr-GSH-PEG internalizada fue solo de
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1,25 pg de Au por célula, es decir, aproximadamente seis veces menor que
para M-NPr-PEG (Figura 15). La concentracion de M-NPr-GSH-PEG-Glu
internalizada fue 1,83 pg Au por célula, una cantidad mayor que para los M-
NPrs-GSH-PEG tal como se esperaba, pero menor a la de los M-NPrs-GSH-
PEG-RGD para los que se obtiene una concentracion de 2,50 pg Au por
célula, lo que representa un aumento de dos veces en comparacion a M-NPr-
GSH-PEG. Estos resultados muestran claramente que, en contraste con NPrs
PEGilados anteriores, M-NPr-GSH-PEG puede ser dirigido selectivamente
a células diana con una estrategia de funcionalizacidn apropiada, mientras se

evita la absorcion no especifica no deseada por otras células.
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Figura 15. Cantidad de NPrs internalizados por las células Vero después de 24 h de la
incubacion con 50 pg-mL™ de NPrs. La cuantificacion de oro se midié por Espectrometria
de Masa con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS). Se determina que los
resultados son estadisticamente significativos mediante la prueba del “t” de Student (*p<
0.05).

2.3.3 Estudios de hipertermia ¢ptica con nanoprismas en células

adherentes

Tal como se comentd en la introduccion, las nanoparticulas de oro son

capaces de calentar al irradiarlas con un laser que coincida con su LSPR. En
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el caso de nuestros NPrs esta banda se encuentra en la zona NIR del espectro
donde la absorcion de moléculas biologicas es baja (Figura 1). Ademas, los
M-NPrs-GSH-PEG no se internalizan inespecificamente y permiten hacer
direccionamiento activo en las células de interés. Por lo tanto, se plantea que
los NPrs-GSH-PEG serian candidatos ideales para su uso en terapia
fototérmica. Antes de iniciar los experimentos in vitro se estudia la capacidad
de calentamiento de estos materiales. Para ello, se usa un diodo laser de 3 W
cuya longitud de onda es 1064 nm. En la Figura 16, se presenta el sistema
utilizado para determinar los incrementos de temperatura de la disolucion
debido a la interaccidn de la radiacion del laser con los NPrs. A la izquierda
se coloca la fuente de irradiacion laser que tiene acoplado un sistema de
refrigeracion para mantener la temperatura de la fuente del laser por debajo
de 30 °C (la temperatura de la fuente afecta a la potencia transmitida por el
laser). Asimismo, para evitar el apagado y encendido del laser
reiteradamente durante los experimentos de irradiacion, se coloca un
mecanismo de cierre. Luego, se coloca la cubeta de cuarzo de 1,5 mL junto
con un agitador magnético para que el calor se distribuya homogéneamente
en toda la disolucién. Posteriormente, se coloca un potenciometro para
determinar la cantidad de potencia que no ha sido absorbida por la
disolucion. Dentro de la cubeta, a una altura mayor (2 cm) de donde pasa el
haz del laser, se coloca una sonda de temperatura para registrar los cambios
de temperatura de la disolucion. Asimismo, se registran los cambios de la
temperatura de la habitacion utilizando una segunda sonda y asi se confirma

que no hay efectos de la curva en la temperatura ambiente.
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Figura 16. Sistema para monitorizar los incrementos de temperatura de las muestras de
nanoparticulas cuando se irradia con un l&ser. El sistema estd compuesto de la fuente de
irradiacion laser (laser), la cubeta donde se coloca la muestra que esta sobre una placa
agitadora para homogenizar la temperatura de la disolucién, el sistema de registro de la
temperatura que se divide en dos sondas de temperatura: una sonda mide la temperatura
de la disolucién, y la segunda sonda mide la temperatura ambiente. Finalmente, el
potencidmetro para determinar la potencia que no ha sido absorbida por la muestra.

Se coloca 1 mL de disolucion de NPrs en la cubeta y se irradia con el
laser durante 20 min usando 1 W de potencia (la densidad de potencia son
32 W-cm?, el didmetro del haz es de 0,2 cm). Por otro lado, la concentracion
de la nanoparticula también afecta a la cantidad de calor producido por la
nanoparticula. Por ello iniciamos el estudio con concentraciones de M-NPrs-
GSH-PEG crecientes entre 10 y 100 pg-mL* (Figura 17, A). Al aumentar la
concentracion de las nanoparticulas se produce un aumento de la temperatura
de la disolucion. Entre 50 y 100 ug-mL™*, se satura la cantidad de energia que
se transforma en calor y la energia transmitida es inferior a un 10% calculada
a partir de la potencia del haz a la salida de la cubeta. Por esta razon se decide

trabajar con una concentracion de NPrs no superior a 50 ug-mL™,
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Figura 17. (A) Cambio de temperatura de la dispersion acuosa de M-NPrs-GSH-PEG a
diferentes concentraciones con un laser NIR (1064 nm, 1W). Sobre 50 pg-mL? la
transmision esta por debajo del 10%. (B) Cambio de la temperatura de la irradiacion de
50 ug-mL* de una dispersion acuosa de M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs—PEG en el que se
irradia la muestra durante 40 min, y luego se cierra el laser.

Por otro lado, se ha determinado la eficiencia de calentamiento de los
materiales preparados, M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs-PEG, para estudiar si
el recubrimiento afecta a la transformacion de la energia emitida del laser y
al calor producido en la disolucién (Figura 17, B). La disolucion se irradia
con potencia constante durante 40 min y la temperatura aumenta hasta
alcanzar una meseta a los 30 min. A esta temperatura, el calor generado por
la irradiacion de las nanoparticulas es igual al calor perdido por la disolucién
mediante diversos mecanismos. Estas pérdidas se pueden estimar a partir de
la curva de enfriamiento gque se obtiene apagando el laser y monitorizando la
temperatura durante 20 min. Cuando la disolucién solo contiene agua, el
aumento de la temperatura es de unos pocos grados. Mientras que las
dispersiones de nanoparticulas M-NPrs-GSH-PEG, M-NPrs-GSH-PEG-
RGD y M-NPrs-PEG presentan curvas de calentamiento y enfriamientos
muy similares ya que presentan LSPR y absorbancias también muy
similares. Se confirma que el recubrimiento no afecta a la eficiencia de

calentamiento.
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Una vez confirmado que ambos materiales presentan eficiencias de
calentamiento similares se inicia el estudio in vitro. Para ello, se incuban las
células Vero con las nanoparticulas a 50 ug-mL™. Tras 24 h de incubacion,
se realizan varios lavados con DPBS para retirar los NPrs que no se han
internalizado. En la Figura 18 se muestra una foto del sistema utilizado para
llevar a cabo las irradiaciones. A diferencia de las medidas de calentamiento,
se modifica el camino déptico del haz del laser para que irradie un soporte que
tiene una apertura de 1 cm de diametro, y permite irradiar los pocillos por
separado (Figura 18, A). La placa de pocillos se coloca en una cAmara para
mantener la temperatura constante entre 37 y 42 °C. Tras una serie de
optimizaciones de la potencia, los pocillos se irradian con 1600 mW de
potencia de laser durante 5 min (equivale a una densidad de potencia de 51
W-cm).

{ e

Camino optico
del haz
. ) \
EFTA

Figura 18. (A) Sistema Optico para la irradiacion de células en placas de 96 pocillos. El
sistema esta compuesto de la fuente de irradiacion del laser, un espejo para modificar el
camino optico, y la placa de célula se coloca dentro de una cAmara para mantener la
temperatura de las células entre 37-42 °C.

Tras la irradiacion las células se dejan incubando durante 5 h para
dejar que se activen los posibles mecanismos de muerte por apoptosis. Para
evaluar la viabilidad de las células se utiliza un ensayo colorimétrico MTT

(Figura 19). En ausencia de nanoparticulas, la viabilidad de las células no se
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ve afectada por el laser produciéndose una disminucion de la viabilidad
menor de un 5%. Cuando las células se tratan con M-NPrs-GSH-PEG vy se
irradian con el laser, la viabilidad disminuye menos de un 20%. Por el
contrario, para las células tratadas con M-NPrs-PEG la viabilidad disminuye
en mas de un 50 % tras la irradiacion. Dado que la eficiencia térmica de
ambos tipos de nanoparticulas es similar, la diferencia se debe a que M-NPrs-
PEG se internalizan en mayor proporcion por las células Vero. Cuando se
funcionalizan M-NPrs-GSH-PEG con agentes vectorizantes se consigue la
internalizacion de las NPs y la disminucion de la viabilidad celular con la
irradiacion, alcanzando valores de 30 y 47 % para M-NPrs-GSH-PEG-RGD
y M-NPrs-GSH-PEG-Glu, respectivamente.
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Figura 19. Resultados del ensayo de viabilidad por MTT de las células Vero irradiadas
con el laser. Las células se han tratado con 50 ug-mL™ de NPrs durante 24 h. El exceso
de nanoparticula se lava varias veces. Posteriormente, se irradia con el laser a una
potencia de 1600 mW durante 5 min. EI MTT se realiza 5 horas después de la irradiacion
por triplicado.

Tras estos buenos resultados, se estudia la viabilidad celular por
microscopia de fluorescencia. Se repiten los ensayos de irradiacion, y tras 5

h de incubacion, se tifien las células con un kit de citotoxicidad de
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LIVE/DEAD (Invitrogen). En este ensayo, las células se incuban con
fluoréforos de dos colores para determinar la viabilidad de dichas células
(Figura 20): Calceina AM (Acetoximetil) y homodimero de etidio (EthD-1)
miden respectivamente la actividad de la esterasa intracelular®% y la
integridad de la membrana®®, sendos parametros de viabilidad celular. Como
resultado se pueden medir de forma simultanea las células vivas, que se tifien
de color verde en el citosol, y las células muertas, cuyo nucleo se tifie de rojo

por el homodimero de etidio.
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Homodimero de etidio-1

Figura 20. Esquema de trabajo de la irradiacion con laser. Se divide en tres etapas:
incubacion de las células con las nanoparticulas, irradiacion de los pocillos y posterior
visualizacion de las células por microscopia de fluorescencia tratando las células con
calceina y homodimero de etidio.

Cuando se irradian las células que no se han tratado con
nanoparticulas, su viabilidad no se ve afectada y, en consecuencia, todas las
células estan de color verde (Figura 21).. Al irradiar las células tratadas con
M-NPrs-GSH-PEG tampoco se produce muerte de las células, confirmando
el resultado de que no existe internalizacion cuando se usan estas
nanoparticulas. En el caso, de los NPrs purificados por gel de electroforesis,
las células se levantaron en las zonas donde se habia irradiado con el laser.
Este fendmeno no se produce en el experimento de control en el que células

no tratadas con NPrs son irradiadas con el laser. El levantamiento de las
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células en la zona irradiada para muestras tratadas con M-NPrs-PEG puede
deberse a un efecto producido por el calentamiento. Por otro lado, M-NPrs-
GSH-PEG derivatizados con RGD y glucosa se produce reduccién de la
viabilidad, observando el mismo aro que en el caso de los M-NPrs—PEG.
Asimismo, cabe destacar que los NPrs funcionalizados con glucosa
mostraron menos efectividad, y para los préximos experimentos se decide
continuar anicamente con los M-NPrs-GSH-PEG-RGD.

Vivas Muertas Vivas + muertas

Figura 21. Estudio de irradiacion con células Vero incubadas con M-NPrs-GSH-PEG, M-
NPrs-PEG, M-NPrs-GSH-PEG-RGD y M-NPrs-GSH-Glu a 50 pg-mL™ durante 24h. Las
fotos de microscopia corresponden a células tefiidas con calceina (vivas), y homodimero
de etidio (muertas), y la combinacion de los dos canales (vivas+muertas). Las células
tratadas con las nanoparticulas se irradian con un laser a una potencia de 1600 mW
durante 5 min. Las fotos se realizan 5 h después de la irradiacion. Las barras de escala
corresponden a 1000 pum.
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El problema del sistema utilizado es que Unicamente se esta irradiando
un 7% de todo el pocillo y la densidad de potencia es demasiado alta (51
W/cm?), para su uso en aplicaciones biomédicas.® Para reducir el efecto de
obtenido con esa densidad de potencia y mejorar los resultados de irradiacion
se pueden modificar los parametros de la irradiacion: longitud de onda del
laser, densidad de potencia, numero de irradiaciones, distancia del laser,

duracion y concentracion de las nanoparticulas.

Siendo el tamafio del haz de laser un factor importante para reducir la
densidad de potencia se opta por utilizar un expansor del haz de tipo
Galileano que permite aumentar el tamafio del haz entre 2x-5x. Por lo tanto,
se ajusta el sistema para tener un diametro de haz de 1 cm. En estas
condiciones se estudia el efecto que tiene el tiempo y la potencia del laser
mientras se mantiene la concentracion de las nanoparticulas constante a 50
ug-mLt. Nos centramos en las nanoparticulas M-NPrs—PEG y M-NPrs-
GSH-PEG-RGD (Figura 22). Trabajamos con tiempos inferiores a 5 min
para no alargar el tiempo global del experimento, ya que las células no se
encuentran en la situacion éptima de CO, y de temperatura. Asimismo, se
seleccionan diferentes potencias 1173, 1640, 2100 mW (1,5, 2,1, 2,7 W/cm?)
para ver las diferencias en el efecto producido. Tiempos de 1 y 3 min no
fueron suficientes para producir la muerte de las células, y solo a partir de 5
min se observa marcaje de muerte. Para este estudio se ha descartado detectar
la posible muerte por apoptosis ya que el homodimero de etidio solo es capaz
de permear en células necrdticas. Al aumentar la potencia se produce una
mayor muerte alrededor de todo el pocillo. Sin embargo, la potencia mas alta
no proporciona diferencias entre los diferentes materiales. Por ello, se

selecciona la potencia intermedia, 1640 mW.
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Tiempo

Potencia

Figura 22. Estudio de irradiacion variando la potencia de laser (1173, 1640, 2100 mW) y
los tiempos de irradiacion (1, 3 y 5 min). Las células Vero se incuban M-NPrs-PEG y M-
NPrs-GSH-PEG-RGD a 50 pg-mL™* durante 24 h. Al dia siguiente te retira el exceso de
nanoparticulas, y las células tratadas se irradian con un laser cuyo haz se ha expandido
para irradiar todo el pocillo. Las fotos se realizan 5 h después de la irradiacion. Las fotos
de microscopia corresponden a células tefiidas con calceina (vivas), y homodimero de
etidio (muertas), y la combinacion de los dos canales (vivas+muertas). Las barras de
escala corresponden a 1000 pum.
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Una vez optimizadas las condiciones de tiempo y potencia del laser, se
estudia el efecto que tiene la concentracidon de las nanoparticulas en estas
condiciones (Figura 23). Es de esperar que un aumento de concentracion
favorezca que internalicen mas nanoparticulas en la célula, y se observe
mayor muerte celular. Las nanoparticulas no son citotéxicas si no hay
irradiacion en las células. Esto sucede incluso para la concentracion mas alta
de los M-NPrs-GSH-PEG. Cuando se irradian con el laser las nanoparticulas
purificadas por GSH, no se produce muerte celular, lo que confirma que M-
NPrs—GSH-PEG tiene la superficie completamente pasivada y no
interaccionan con los receptores de la célula. En cambio, las nanoparticulas
conjugadas con el péptido RGD internalizan, y a valores superiores a 100
ug-mL?* se produce muerte por necrosis en todo el pocillo. Este mismo

resultado se repite cuando se utilizan los M-NPrs—PEG.

204



Sintesis y purificacion de nanoprismas con glutation

No laser

Concentracion

Figura 23. Estudio de irradiacion con laser de células Vero tratadas con nanoprismas a
diferentes concentraciones (50, 100 y 150 pug-mL™). Las células se incuban con M-NPrs-
GSH-PEG, M-NPrs-PEG, M-NPrs-GSH-PEG-RGD durante 24 h. Al dia siguiente se
retira el exceso de nanoparticulas, y las células tratadas se irradian a 1600 mW durante 5
min con un laser que se ha expandido el haz para irradiar todo el pocillo. Las fotos se
realizan 5 h después de la irradiacion. Las fotos corresponden a la microscopia de
fluorescencia de células tefiidas con calceina (vivas), y homodimero de etidio (muertas),
y la combinacién de los dos canales (vivas+muertas). Las barras de escala corresponden
a 1000 pm.

Para cerciorarnos que los resultados son reproducibles en otras lineas
celulares, se realiza el estudio con un modelo celular de cancer de mama
(MCEF-7). Para este experimento se trataron las células con las nanoparticulas
M-NPrs-GSH-PEG, M-NPrs-GSH-PEG-RGD y M-NPrs—PEG a 100

ug-mL* (Figura 24). Estas células son menos robustas que las Vero, y se
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requiere un mayor cuidado cuando se trabaja con ellas. Cuando no se irradia
con el laser se aprecia que se han levantado algunas células, pero no se
observa la presencia de células muertas (No laser). M-NPrs-GSH-PEG
tampoco internalizan en esta linea celular, y solo cuando se une al péptido
RGD, las nanoparticulas internalizan en las células. En consecuencia, al
irradiar con el laser se produce la muerte celular. En este caso los M-NPrs—
PEG presentan una mayor muerte. Los resultados confirman que M-NPrs—
GSH-PEG presenta mayor selectividad cuando se vectorizan con el agente
adecuado. En el proximo capitulo, se evaluara si es posible direccionamiento
activo en dos lineas celulares diferentes, donde una de las células no presente

el receptor diana.

206



Sintesis y purificacion de nanoprismas con glutation

Laser

Vivas Muertas Vivas + muertas

2 R

» ',’.‘,

W s ol
“eting _—

No laser
Vivas Muertas Vivas + muertas

Figura 24. Estudio de irradiacion con laser de células MCF-7 (cancer de mama) tratadas
con nanoprismas a 100 pug-mL. Las células se incuban con M-NPrs-GSH-PEG, M-NPrs-
PEG, M-NPrs-GSH-PEG-RGD durante 24 h. Al dia siguiente se retira el exceso de
nanoparticulas y, en su caso, las celulas tratadas se irradian a 1600 mW durante 5 min
con un laser cuyo haz se ha expandido para irradiar todo el pocillo. Las fotos se realizan
a las 5 h. Las barras de escala corresponden a 1000 pm.
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3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha presentado una nueva metodologia de
purificacion basada en el empleo de glutation para obtener NPrs triangulares
de oro sin la necesidad de procedimientos de purificacién que requieran
mucho tiempo ni materiales especificos. Ademés, de evitar el uso de
materiales téxicos como el CTAB, que dificultarian su uso en aplicaciones

in vitro o in vivo.

En la escala de 80 mg probada, se obtienen NPrs triangulares con un
alto rendimiento (42 + 7%), sin nanoparticulas de oro esféricas en una unica
sintesis. El rendimiento de NPrs obtenido fue comparable al rendimiento
total (NPrs + NSs) informado para otros métodos sintéticos y al menos en

una escala de cantidad de siete veces.%

El protocolo de sintesis permite el ajuste de la banda LSPR de los NPrs
de oro en la ventana biologica de NIR, al menos de 900 a 1200 nm, lo que lo
hace relevante para una variedad de aplicaciones biotecnoldgicas.
Comparamos nuestro metodo directamente con la separacion por
electroforesis en gel desarrollada anteriormente y mostramos como la
purificacion con GSH era mas facil de escalar y proporcionaba un mejor

rendimiento y una mayor estabilidad.

Ademaés, los nanoprismas separados con GSH muestran menos
interacciones no especificas con células que pueden cambiarse con ligandos
vectorizantes o de orientacion que allanan el camino para una mayor
selectividad en aplicaciones terapéuticas. Asimismo, demostramos su uso en
aplicaciones de hipertermia optica en dos lineas celulares. Los nanoprismas
purificados por esta metodologia solo producen la muerte de la celula cuando

estan funcionalizados con péptidos especificos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipos

El yoduro de potasio (K1), el acido nitrico al 65%, el acido clorhidrico
al 37%, el acido sulfarico al 96%, el peroxido de hidrogeno al 33% vy el
tris(hidroximetil)aminometano se compraron de Panreac®. HS-C,H,-
CONH-PEG-0O-C3Hs-COOH (MW = 5000 g/mol, HS-PEG-COOH) se
adquirié de Rapp Polymere. El acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico (MES)
se adquirié de Alpha Aesar. El acido tetracloroaarico (I11) (HAuCl4 - H,0)
se adquirio de Strem Chemicals. Hidroxido de sodio (NaOH), tiosulfato de
sodio (Na,S;0s3), 4-aminofenil B-D-glucopirandsido, glutation (GSH), sal de
sodio de N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), Gly-Arg-Gly-Asp-Ser
(Ref:  G4391-5MG) (RGD) vy clorhidrato de  1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) fueron suministrados por Sigma-
Aldrich y utilizados como se recibieron. EI medio Eagle completo
modificado por Dulbecco (DMEM ™) disolucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y PBS de Dulbecco (DPBS) suplementado con Ca?* y Mg?* se
compraron de Lonza® (Basilea, Suiza). EI DMEM se complement6 con un
10% de suero fetal bovino, un 5% de glutaMAX™ vy un 5% de
penicilina/estreptomicina antes de su uso en cualquier cultivo celular. El
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se
adquirio de Invitrogen™ (MA, EE. UU.). Antes de su uso en la sintesis de
nanoprismas de oro, todo el material de vidrio se lavd con agua regia (1: 3
vol/vol acido nitrico, 65%: acido clorhidrico, 37%) y se enjuago a fondo con
agua Milli-Q de Millipore Q- Sistema POD®.

Los espectros UV-Vis-NIR se adquirieron usando un

espectrofotometro Jasco V670.
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Las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) se
recolectaron usando un SEM Inspect F50 de emisién de campo con un
sistema EDX INCA PentaFETx3 (FEI Company, Eindhoven, Paises Bajos)
en un rango de energia entre 0-30 keV. (FEI Europa, Eindhoven, Paises
Bajos) trabajando a 200 kV.

Para la determinacion de los rendimientos de sintesis y purificacion,
se midié la concentracion de oro mediante Espectroscopia de Emision
Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES) utilizando un
Horiba Yobin Yvon Activa (Horiba Scientific, Francia). Para la
cuantificacion del oro en los estudios de internalizacion, las muestras se
analizaron por Espectrometria de Masa con Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS) utilizando un instrumento Agilent 7700 (Agilent
Technologies, EE. UU.) en el Servicio Central de Anélisis de Bizkaia de la
Universidad del Pais VVasco (EHU).

La densidad optica (A = 555 nm) para las mediciones de viabilidad
celular en los ensayos MTT se registrd utilizando un lector de microplacas
de absorcion EL 800™ (BioTek, VT USA).

Todas las imagenes de campo claro, campo oscuro y fluorescencia de
las células se obtuvieron con un Eclipse Ti con sistema de obturador de plano
focal (FPS) de Nikon (Tokio, Japdn) equipado con un sistema de contraste
de fase, un sistema de visualizacion de campo oscuro y un bloque de filtros
472 + 30/520 = 35 nm (GFP), 531 £ 46/593 + 40 nm (TRITC) cube y 387 +
11/447 + 60 nm (DAPI) conectado al software NIS-Elements Microscope
Imaging.
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4.2 Purificacion de los nanoprismas

4.2.1. Sintesis de los nanoprismas

La sintesis de los nanoprismas, P-NPr/NS y M-NPr/NS, esta descrita

en el Capitulo 2.

4.2.2 Purificacion de nanoprismas con banda de LSPR a 1100 nm por

precipitacion selectiva con GSH (M-GSH)

Para purificar los nanoprismas de M-NPr/NS mediante precipitacion
selectiva, se agreg6 un tampdn borato de sodio 100 mM pH 8 (concentracion
final 10 mM) a la mezcla de nanoprismas y nanoesferas (M-NPr/NS) sin
tratar después de la sintesis. Luego, se afadié a la dispersion de
nanoparticulas una solucién de glutatién (GSH) en tampon de borato 10 mM
pH 8 con una relacion GSH: Au de 5:1 (en mg). Después de eso, el pH se
elevo a 12 con la adicion de NaOH (2 M). Finalmente, la solucion se dejo
durante toda la noche sin agitar. Al dia siguiente, se retird el sobrenadante,
que en su mayoria contenia NSs. Los NPrs purificados permanecieron en el
precipitado verde y pudieron redispersarse facilmente en agua (M-NPr-
GSH).

4.2.3 PEGilacion de los M-NPr-GSH con HS-PEG (5 kDa)-COOH

Se afiadio una solucion acuosa de HS-PEG-COOH (5 kDa) a M-NPr-
GSH con una relacion PEG:nanoprismas de 2:1 (en mg). Después de eso, el
pH se elevd a 12 con la adicion de una disolucion de NaOH (2 M).
Finalmente, la disolucidn se sonicé durante 1 hora a 60 °C para completar el
recubrimiento con PEG. Los nanoprismas resultantes se centrifugaron a

5500 rcf durante 15 minutos a temperatura ambiente para eliminar los
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reactivos sin reaccionar y los subproductos no deseados. Se desecho el
sobrenadante y el precipitado se resuspendio en el mismo volumen de agua.
Se realizaron dos etapas de lavado adicionales con agua Milli-Q usando las

mismas condiciones.

4.2.4 Purificacién de los NPrs-PEG por gel de electroforesis (M-NPr-
PEG y P-NPr-PEG)

La dispersion acuosa de NPrs/NSs-PEG (2 mL, 1 mg Au mL™) se
mezclo con TBE 0.5x, glicerol al 5% y se carg6 en pocillos dentro de un gel
de agarosa (2,5%) sumergido en una cubeta de electroforesis llena de TBE
0,5x. La separacion por electroforesis se realizo a 120 V durante 15 min (M-
NPr/NS-PEG) y 10 min (P-NPr/NS-PEG). Debido a la mayor movilidad
electroforética y al menor diametro hidrodinamico de las NSs en
comparacion con los NPrs, las nanoesferas entraron en el gel y los
nanoprismas se quedaron en los pocillos. Al final del experimento, los NPrs
se recuperaron de los pocillos con una micropipeta. Posteriormente, se la
centrifugan a 5500 rcf durante 15 minutos a temperatura ambiente para
eliminar los subproductos no deseados del gel. Se realiza una etapa de lavado

adicional con agua Milli-Q usando las mismas condiciones.

4.3 Caracterizacion de los materiales

4.3.1 Preparacion de disoluciones para espectroscopia de UV-vis-NIR y
SEM

Para preparar las muestras para los espectros de absorcion UV-vis-

NIR, la solucién de NP (20 pL, 1 mg mL™t) se mezclé con 980 pL agua. Los
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espectros de absorcion se registraron en una cubeta de cuarzo (0,2 cm x 1

cm, camino optico = 0,2 cm).

Para preparar las muestras SEM, la solucion de NPrs (3 pL, 0,03
mg/mL) se deposité en una oblea de silicio y se dejo secar. La longitud del

lado de los NPrs se midié usando el software ImageJ.

4.3.2 Rendimiento de la sintesis de los nanoprismas por Espectroscopia

de Emisién Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES)

Las muestras se transfirieron a viales Eppendorf para la digestion
acida. Para digerir las muestras, se trataron con 100 pL de solucion de pirafia
(3:1 vol/vol; acido sulfurico, 96%: peroxido de hidrégeno, 33%) durante 15
minutos a temperatura ambiente seguido de 300 pL de agua regia (1:3
vol/vol; &cido nitrico, 65%: 4acido clorhidrico, 37%) durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se incubaron a 60 °C
durante 15 minutos y se diluyeron con agua Milli-Q a 20 mL. Todas las

muestras fueron preparadas por triplicado y evaluadas por ICP-AES.

4.3.3 Prueba de estabilidad con tampones

La solucion de NP (40 pL, 1 mg-mL™?) se mezclé con 1,96 mL de la
solucién tampon en un vial. Los espectros de absorcion se registraron
después de 30 s, 1, 4 y 12 dias usando una cubeta de cuarzo (0,2 cm x 1 cm,

camino éptico = 0,2 cm).
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4.3.4 Cuantificacion de proteinas adsorbidas en los nanoprismas por

marcaje radioactivo

Para medir la cantidad de albumina de suero bovino (BSA) en los
sobrenadantes se us6 un método de cuantificacion de proteinas por
radiomarcado descrito previamente®” con modificaciones menores.
Brevemente, se incubaron 60 pg de BSA con 5 uCi de Na'®l y 15 ug de
cloramina T como agente oxidante durante 15 segundos a temperatura
ambiente en un volumen total de 150 pL de tampon fosfato 0,5 M a pH 7,5.
La reaccion se termino inmediatamente afiadiendo 150 pl de tampon fosfato
0,5 M a pH 7,5, que contenia 6,7 pg de tirosina y 150 ug de yoduro de
potasio. La mezcla se paso luego a través de columnas PD MiniTrap G-10
(GE Healthcare Life Sciences, Fairfield, CT, EE. UU.) y se determiné su
concentracion usando un Kit de ensayo Pierce Coomassie Plus (Bradford)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) para calibrar las medidas de
radioactividad. Para la elucion de la proteina, se us6 tampdn acetato 20 mM,
pH 4,7.

La adsorcion de la proteina marcada se llevé a cabo mezclando 0,1 mg
de los NPrs con 3,6 pug de solucién de proteina (120 pg mL™ en tampén
acetato 20 mM, pH 4,7) en un volumen final de 200 pL. El efecto del pH
sobre la adsorcion se evaluo utilizando soluciones de BSA preparadas en
tampon de acetato de sodio/acido acético 10 mM a pH 4,7 o tampdn HEPES
20 mM a pH 7,4. Las mezclas se agitaron suavemente a 37 °C en un
termoblogue durante 90 minutos y luego se centrifugaron los NP en una
minispin a 6000 rpm durante 15 minutos, tras lo cual se recuperé el
sobrenadante. Las nanoparticulas con BSA adsorbida se resuspendieron en
tres tampones diferentes (tampdn de acetato 20 MM a pH 5, tampon HEPES,
20 mM a pH 7 y tampdn de borato 20 mM a pH 9). Las mezclas se agitaron
suavemente a 37 °C durante 90 minutos y luego las NP se centrifugaron dos
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veces. Los sobrenadantes y la solucién de los nanoprismas se analizaron por

conteo de rayos gamma.
Ejemplo para la estimacion del nimero de moléculas de BSA/nm?

El volumen de un &tomo de oro es

Vi = 242 = 17 A3 (Eq. 1)

T d-Ngy
Donde d es la densidad del oro (19,3-g/cm®), Ma,= 197 g/mol y Na el
nimero de Avogadro. El nUmero de atomos de oro por particula se considera
que es:

Nitomos = VN_P (Eq 2)

NP Vau

Los nanoprismas (M-NPr-GSH-PEG) con una base de lado 165 nmy
un espesor de 9 nm, tienen una superficie es 2,80-10* nm? y un volumen de
1,06-10° nm?; entonces el nimero de &tomos de oro por particula Natom / NP
= 6,28-10° 4&tomos por nanoparticula. Entonces el peso molecular estimado
de M-NPrs-GSH-PEG es 1,23-10° g/mol. Por ejemplo, la adsorcion de BSA
en M-NPr-GSH-PEG se obtuvo en 0,96 pg BSA en 100 pg.

4.4 Experimentos in-vitro de los nanoprismas en células

adherentes

Todas las suspensiones de NPrs se esterilizaron por filtracion a través de
filtros de 0,22 um (CHMLAB, Barcelona, Espafia) antes de la adicion a los
cultivos celulares. Los ensayos in vitro se realizaron con células Vero
(células epiteliales de rifion de mono verde africano) y MCF-7 (células de
cancer de mama) que se adquirieron de la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (CCL-81). Las células Vero y MCF-7 se cultivaron a 37 °C en una
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atmosfera de CO; al 5% en DMEM suplementado con suero bovino fetal al
10%, glutaMAX™ 2 mM y 100 U-mL™ de penicilina/estreptomicina.

4.4.1 Funcionalizacién de los nanoprismas con Gly-Arg-Gly-Asp-Ser
(péptido RGD) y glucosa (Glu)

Se derivatizaron M-NPr-GSH-PEG con Gly-Arg-Gly-Asp-Ser
(péptido RGD) o glucosa (4-amino-p-D-glucopiranésido). Para promover la
internalizacion celular. Brevemente, se incubaron 0,5 mg de M-NPr-GSH-
PEG con 40 pg de EDC y 61 pg de Sulfo-NHS en 1 mL de tampon MES 10
mM pH 6 durante 30 minutos a 37 ° C; los M-NPr-GSH-PEG activados se
incubaron luego durante 2 ha temperatura ambiente con diferentes
cantidades del péptido RGD o glucosa. Finalmente, se afiadieron 14 ug de
tris(hidroximetil)aminometano (120 pmol) para derivatizar los grupos
carboxilicos activados restantes durante 2 h a temperatura ambiente. Las NP
funcionales se lavaron luego del exceso de ligando por centrifugacion. Los
NPs funcionales se centrifugaron tres veces durante 10 minutos a 6000 rpm,

y luego los sedimentos se resuspendieron en agua Milli-Q.

4.4.2 Ensayo de viabilidad celular de los nanoprismas por MTT

Las células Vero se sembraron a una densidad de 5 x 10 células por
pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron en condiciones estandar
de cultivo celular. Después de 24 h, el medio se reemplaz6 por DMEM nuevo
que contenia nanoprismas de oro (25, 50, 75 0 100 pg-mL™) y se incubd
durante otras 24 h en las mismas condiciones. Para cuantificar la viabilidad
de las células mediante el ensayo MTT, se retiré el medio y las células se
incubaron con 200 uL. de DMEM que contenia 10 puL de 5 mg-mL™* de
bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en la
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oscuridad en condiciones de cultivo durante 90 min. Durante este tiempo el
succinato deshidrogenasa, una enzima mitocondrial presente en las células
vivas y dependiente de NAD(P)H, convierte el colorante MTT amarillo y
soluble en cristales violetas de formazan. Finalmente, la placa se centrifugd
a 1250 rpm durante 25 minutos. Se elimind el sobrenadante y los cristales de
formazan se solubilizaron con 100 uL de DMSO. Después de la resuspension
adecuada de los cristales, se registro la densidad optica a 555 nm (OD)
usando un lector de placas. El porcentaje de viabilidad celular de cada
muestra se calcul6 utilizando la siguiente formula con 100 pL de DMSO

como blanco:

OD de la muestra tratada — OD del blanco

% Viablidad =
% Viablida 0D del control sin NPs — OD del blanco

4.4.3 Estudios de internalizacion de los nanoprismas en células Vero por

microscopia de campo oscuro

Para la preparacion de las muestras de células fijadas para la
visualizacion por microscopia de campo oscuro, se sembraron 5 x 10* células
Vero por pocillo en un cubreobjetos de vidrio colocado en una placa de 24
pocillos y se incubaron durante la noche en condiciones estandar de cultivo
celular (37 °C, 5 % CO,). Al dia siguiente, se agregaron NPrs en DMEM
(400 pL/pocillo, 50 pg-mL) a cada pocillo y se incubaron durante 24 h (Vs
H,O < 10%). Las células se lavaron cuatro veces con solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS), se fijaron en paraformaldehido
al 4% durante 20 minutos, se lavaron dos veces con DPBS vy se incubaron
durante 10 minutos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (3 uM) para el
marcado de los nucleos. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de
vidrio utilizando 6 pL de Prolong® Diamond Antifade Mountant de Life
Technologies® (Carlsbad, CA, EE. UU.).
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4.4.4 Estudios internalizacion de los nanoprismas en células Vero por
Espectrometria de Masa con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
MS)

El experimento se realizo por triplicado para cada material: M-NPr-
PEG, M-NPr-GSH-PEG, M-NPr-GSH-PEG-RGD y el control sin NPrs. Para
estos ensayos, se cultivaron 5 x 10* células Vero/pocillo durante la noche en
condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO,) en placas de 24 pocillos. Al dia
siguiente, se retird el medio de cultivo y se afiadieron 400 uL/pocillo de
nanoparticulas en DMEM a 50 pg/mL de NPrs (solo DMEM en los
experimentos de control) y se incubaron 24 h en condiciones de cultivo.
Después de eso, el medio de cultivo se recogié con las nanoparticulas no
internalizadas y se guardé midiendo su volumen. Las células se lavaron
cuatro veces, dos veces con 400 pl. de DPBS y dos veces con 400 uL de
solucidn salina tamponada con fosfato (PBS). Posteriormente, las células se
incubaron 5 minutos con 100 pL de tripsina a 37 °C y se resuspendieron en
200 uL de DMEM para inhibir la enzima. El nimero de células en cada

muestra se cuantifico utilizando una camara Neubauer.

Se afiadi6 solucion de pirafia (100 pL) a las muestras celulares para su
digestion durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de la adicion
de 300 uL de agua regia y 2 horas de digestién a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 60 °C durante 15 minutos y se
diluyeron con agua Milli-Q a 20 mL. La cantidad de oro se midié por ICP-
MS. La cantidad total de oro (NPrs) en 20 mL correspondio a la cantidad
total en un pocillo y se dividio por el nimero de céelulas contadas en el

pocillo.

pg Au _ [Au] (%)

— -2 L-1
célula numero total de células Om 000
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4.4.5 Ensayo de irradiacién de nanoprismas con células Vero y MCF-7

Las células se sembraron a una densidad de 5 x 10° células por pocillo
para Vero o de 1,2 x 10* células por pocillo para MCF-7 en una placa de 96
pocillos con un volumen de 100 uL. de DMEM y se incubaron en condiciones
estandar de cultivo celular. Después de 24 h, el medio se reemplazo por
DMEM nuevo que contenia nanoprismas de oro (50, 100 o 150 pg-mL™1).
Tras 24 h de incubacion, las células se lavaron con 100 uL DPBS cuatro
veces y finalmente, se resuspendieron con 100 pL de medio de cultivo
fresco. La placa de 96 pocillos se colocd en una camara de control de
temperatura para mantener a las células entre 37-42 °C. Los pocillos se
irradiaron con el laser Quatum Ventus 3 W (1064 nm) a 1600 mW durante 5
min. Todos los ensayos de irradiacion se realizaron de la misma manera.
Posteriormente, se dejaron las células incubando 5h a 37 °C y se realiz6 un
ensayo de viabilidad por MTT o reactivo de LIVE/DEAD®.

4.4.6 Ensayo de viabilidad por reactivo de LIVE/DEAD®

Se seleccionaron muestras de células sin NPrs, cargadas con NPrs,
irradiadas o no irradiadas por laser. El reactivo de citotoxicidad
LIVE/DEAD® se us6 en las muestras seleccionadas. Este kit presenta
fluoréforos de dos colores para distinguir las células vivas de las muertas.
Los fluoroforos que se usan son calceina AM (Acetoximetil ester) y
homodimero de etidio (EthD-1), que reconocen parametros de viabilidad
celular: la actividad de la esterasa intracelular y la integridad de la
membrana, respectivamente. 5 h después del experimento de irradiacion, se
retird el medio de cultivo, y se afiadio DPBS (100 pL) con calceina AM (2
uM) y de EthD-1 (4 uM). Las células se incubaron durante 30 min a

temperatura ambiente tapadas de la luz y mediante el software del

219



Capitulo 4

microscopio invertido de fluorescencia se programé para realizar varias fotos
de fluorescencia con objetivo de 10X para tener una foto completa del

pocillo.
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1. INTRODUCCION

Los péptidos han atraido un gran interés en el campo de la biomedicina
como moléculas que pueden emular la funcionalidad de las proteinas y
poseen un alto grado de modularidad en el disefio molecular.! Se pueden
disefiar usando un enfoque in silico simulando las interacciones con los
receptores de interés.? Ademas, se pueden obtener mediante métodos de
sintesis baratos.® Alrededor de 60 farmacos basados en péptidos estaban
aprobados en 2018 en los Estados Unidos, Europa y Japén, y méas de 150
estaban desarrollo clinico,* datos que demuestran su potencial como
farmacos. A pesar de los recientes avances, los péptidos también presentan
una serie de inconvenientes como baja afinidad y selectividad de unién si se
comparan con las proteinas, o una limitada estabilidad contra la proteolisis,
que resulta en un tiempo de vida media muy corto en el tracto gastrointestinal

y en suero.!

Para reducir estas desventajas, los péptidos se suelen unir a materiales
no bioldgicos como compuestos moleculares, metales quelantes, polimeros
e hidrogeles.>® En el caso de la unién de los péptidos a nanoparticulas (NP-
pep), ademas de mejorar las funciones de los péptidos, se puede ampliar las
funcionalidades del sistema y obtener efectos sinérgicos. El péptido podria
dirigir la nanoparticula hacia la diana terapéutica mientras el material actua

como transportador de farmacos.’

En el Capitulo 3 ya se ha introducido el concepto de direccionamiento
(targeting) y se ha descrito en qué consiste del direccionamiento pasivo
debido al efecto EPR. Sin embargo, también existen estrategias para el
direccionamiento activo de las nanoparticulas a un sitio especifico en el
organismo. Para ello las nanoparticulas se funcionalizan con alguna

molécula que interaccione selectivamente con algun receptor especifico de
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las células diana.® En la bibliografia encontramos numerosos ejemplos de
direccionamiento activo de nanoparticulas de oro con distintos tipos de
péptidos.>® Ademas, para favorecer su internalizacion en las células, las
nanoparticulas también se pueden funcionalizar con péptidos de penetracion
celular (CPP) que pueden dirigir las nanoparticulas a organulos especificos

como sucede con el péptido TAT y los endosomas. !

Asimismo, para explorar soluciones para cancer y enfermedades
cardiovasculares se utiliza la secuencia arginina-glicina-aspartato
(RGD),'?13 dicha cadena de aminoécidos se encuentra presente en ligandos
bioldgicos que interaccionan con las células endoteliales involucradas en la
angiogénesis. La secuencia RGD se descubrié por primera vez en la
fibronectina, proteina de la matriz extracelular que promueve la adhesion
celular. Desde entonces, la lista de ligandos que interaccionan con integrinas
no ha parado de crecer.!* Ademas de RGD, en la bibliografia se pueden
encontrar otras secuencias, como el tripéptido leucina-aspartato-valina
(LDV), que estan presentes en ligandos como la VCAM (Molécula de

Adhesion Vascular-1) y la fibronectina.®

Las integrinas son receptores celulares heterodiméricos compuestos de
glicoproteinas transmembrana de tipo | unidas entre si por interacciones no
covalentes (Figura 1, A). Estas subunidades, también denominadas a y j,
poseen un dominio extracelular, un dominio transmembrana y una cola
citoplasmatica.’® Actualmente, se han identificado 24 pares af en
mamiferos, que corresponden a 18 subunidades o y 8 subunidades 3 (Figura
1B).'” Entre las funciones de las integrinas se encuentran la adhesion, la
organizacion del citoesqueleto, la sefializacion mecanica, la migracion, la
proliferacion y la diferenciacion.'® Las integrinas también intervienen en
procesos patologicos como la inflamacidn, la cicatrizacion de heridas, la

angiogenesis y la metastasis de tumores. Ademas, la union a integrinas se ha
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identificado como la principal via de entrada de virus en la célula.*® El papel
de la integrinas en diferentes patologias, y su accesibilidad en la superficie
celular hacen que estos receptores sean atractivos como dianas

terapéuticas.?°

A

Extracelular
Desactivado Activado

Figura 1. Representacion de una integrina osf7 en su forma inactiva y activa (A). Familia
de integrinas: Se producen diversas asociaciones encontradas en mamiferos entre los 18
tipos de cadenas de integrina o y los 8 tipos de cadenas integrina 3, dando lugar a la
formacion de 24 integrinas. Las integrinas marcadas en rojo estdn expresadas en
leucocitos (B).’

En el sistema inmune, las integrinas juegan un papel esencial en varios
procesos como la adhesion de leucocitos a las células endoteliales. Las

integrinas o4 estan expresadas en los linfocitos y la mayoria de los
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leucocitos.!® Una de las funciones principales de estos receptores es atraer
los leucocitos de la circulacion periférica a los sitios de inflamacion dentro
del tejido mediante la adhesion a las células endoteliales y asi propiciar
transmigracion de los leucocitos desde el vaso sanguineo al tejido dafiado
(Figura 2).2! La infiltracion de leucocitos y linfocitos es el origen patolégico
de muchas enfermedades inflamatorias como la esclerosis mdltiple, la

enfermedad de Crohn o el asma.?

Leucocito Adhesion

% R mien .. Transmigracion Desacoplamiento
‘ odamiento . o\ nansion g P
- /\
{ ¥ \
. \ > S

Células endoteliales

3
3

]
)

VCAM-1 ‘]j Selectina
_ 0 Receptor
ﬂ Integrina | selectina

Figura 2. Proceso de interaccion de los leucocitos a la células endoteliales a través de la
union aintegrinas.'” Las integrinas juegan un papel crucial en la cascada de reclutamiento.
Inicialmente las selectinas de las células endoteliales interaccionan con los receptores de
los leucocitos y se produce el rodamiento. Durante el rodamiento, la integrina se activa,
y se adhiere al endotelio. En consecuencia, se produce una reorganizacion de su
citoesqueleto, y el leucocito se expande sobre la superficie endotelial. Posteriormente, la
celula se arrastra hasta encontrar un borde entre las células endoteliales y lo atraviesa.
Finalmente, se produce el desacoplamiento del leucocito sobre las células endoteliales.

=000000

La familia de integrinas o4 incluye una de las integrinas mas
expresadas, asf1 Y otra integrina mas especializada, o4f3;. La integrina oups,
también conocida como VLA-4 (Very Late Antigen-4), estd expresada en la
superficie de los linfocitos y de la mayoria de los leucocitos, excepto los

neutrofilos.’® Los ligandos primarios de asf; se dividen en endoteliales
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VCAM-1 y en glicoproteinas de la matriz extracelular (ECM) como
fibronectinas. La integrina interacciona con VCAM-1 a través del sitio activo
QID(40)SPL donde el aspartato 40 parece ser esencial para la union al
ligando. Mientras que la interaccion con ECM ocurre a través de la secuencia

LDV del segmento conector-1 (CS-1) de la fibronectina.?

De forma similar, la integrina a7 Se expresa sobre la superficie de los
leucocitos y linfocitos. La interaccion de la integrina con VCAM-1 y
fibronectina ocurren a través del mismo epitopo como en la integrina osp,
aunque la avidez para VCAM-1 es considerablemente mas baja. Ademas,
asB7 se une a la molécula de adhesion celular de adresina mucosa-1
(MadCAM-1).%2

Se plantea que las integrinas o4 pueden ser una buena diana terapéutica
para realizar un ensayo de selectividad de nanoparticulas para terapia
fototérmica. Si a estas nanoparticulas se les unen péptidos especificos
pueden generar una plataforma prometedora para un amplio rango de
aplicaciones biomédicas.?® Gentilucci y su grupo han desarrollado una serie
de péptidos y peptidomiméticos®*2° que presentan los epitopos minimos de
los ligandos VCAM-1 y MadCAM-1 que interaccionan con diversas
integrinas, oasP1, Y asP7. También, se han preparado dos péptidos que nos
serviran como controles, que tienen como objetivo la integrina a3 y la
cadherina-E. Se planea la conjugacién de los péptidos con nanoparticulas
para obtener multifuncionalidad y mayor estabilidad del péptido frente a la

protedlisis.

En primer lugar, se funcionalizardn nanoesferas de 14 nm con 6
péptidos de ligandos que interaccionan con receptores celulares. Después se
evaluara la eficacia del direccionamiento con dos lineas celulares, una que
exprese la integrina adecuada y otra, de control, que no la exprese. Por

ultimo, los péptidos mas eficaces se conjugaran sobre nanoprismas para su
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aplicacion en experimentos de fototermia in vitro. En esto se resalta la
importancia de los nanoprismas preparados en el Capitulo 4, NPrs-GSH-
PEG, que no internalizaban en las células Vero y creemos que pueden ser un
candidato prometedor para terapias que requieran una mayor selectividad y
evitar interacciones inespecificas con receptores bioldgicos. Como beneficio
afiadido, se reduce el uso excesivo del material que podria originar una

respuesta inmunitaria.?
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Funcionalizacion de nanoesferas con péptidos

La preparacion de los péptidos se realiza mediante sintesis en fase
solida por el grupo de Luca Gentilucci (Universidad de Bolonia).?” Dicho
grupo prepara una serie de péptidos que derivan de los ligandos VCAM-1y
MadCAM-1 que interaccionan con la familia de las integrinas o4 (Figura 3).
Los epitopos minimos de VCAM-1 y de MadCAM capaces de interaccionar
con dichas integrinas son las secuencias isoleucina-aspartato-serina (IDS) y
leucina-aspartato-valina (LDV) respectivamente.?® Por otro lado, la
secuencia RGD ciclica (EQ20A) se ha utilizado para tratar células con la
integrina avfs, que estd sobreexpresada en células endoteliales activas y en
algunos tumores sdlidos.?® La secuencia RGD lineal se ha usado en el
Capitulo 4 para favorecer la entrada de los NPrs en células Vero. Finalmente,
la secuencia aspartato-triptofano-valina-isoleucina (DWVI) tiene como
diana otro tipo de receptores de adhesion que se conocen como cadherinas®
y al igual que el péptido RGD nos funcionara como control porque no

esperamos diferencias en la expresion de estos receptores.
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Figura 3. Péptidos que interaccionan con diferentes integrinas sintetizados por fase sélida.
Se pueden dividir en cuatro tipos de secuencias: isoleucina-aspartato-serina (IDS),
leucina-aspartato-valina (LDV), arginina-glicina-aspartato (RGD) y aspartato-triptéfano-
valina-isoleucina (DWVI). La secuencia IDS es el epitopo minimo de la molécula VCAM
que interacciona con la integrina asf1. Mientras que la secuencia LDV procede de la
molécula MadCAM e interacciona con las integrinas asP1 y asaf7. Asimismo, la secuencia
RGD se utiliza para tratar células que sobreexpresen la integrina avps. Finalmente, la
secuencia DWVI es capaz de interaccionar con cadherinas y se utilizara como control.

Se seleccionan las nanoparticulas estabilizadas con el PEG corto, NS-
PEG458, para que los péptidos se encuentren mas expuestos e interaccionen
con los receptores celulares. En los capitulos 2 y 3 se evidencio el efecto de
la hidrofobicidad de la doxorrubicina que limitaba el uso del PEG 458 porque
las nanoparticulas no eran estables. No obstante, la mayoria de los péptidos
que se utilizan no presenta grupos apolares o cargas positivas (ausencia de
lisinas o argininas) y no deberian comprometer la estabilidad de las

nanoparticulas al disminuir su carga neta. Sin embargo, es de esperar que el
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péptido EQ20A disminuya la estabilidad de la nanoparticula debido a la

presencia de cargas positivas en los aminoacidos de lisina y arginina.

Para la funcionalizacion de las nanoparticulas con los péptidos se
aplica el acoplamiento con carbodiimida, que consiste en la activacion de los
grupos carboxilos por reaccion con EDC y sulfo-NHS en MES 10 mM a pH
6 y su posterior reaccion con los péptidos a pH bésicos (pH 8-9). No es
posible cuantificar los peptidos por las técnicas tradicionales de
determinacion de proteinas como Bradford o BCA (ensayo del &cido
bicinconinico), ya que la sulfo-NHS interfiere en la cuantificacion.®* Sin
embargo, el péptido MR7 presenta un triptofano cuya fluorescencia se puede
utilizar para cuantificar indirectamente la cantidad de MR7 que se ha unido
a las NS. Se mide la fluorescencia del peptido en el sobrenadante de la
funcionalizacion y de esta manera se obtiene la cantidad de péptido que no
se ha unido. Esto nos permite utilizar la funcionalizacion de las NSs con
MR7 para optimizar las condiciones de la reaccion para después aplicar las

mismas condiciones al resto de peptidomiméticos.

El pH juega un papel muy importante en la reaccion de acoplamiento
del péptido a los grupos carboxilatos activados sobre la nanoparticula. Si el
pH es proximo a 7, la reaccidon puede no ocurrir puesto que la mayor parte
de los grupos amino estan protonados y, por tanto, son poco nucleofilos. Por
otro lado, el éster de sulfo-NHS no es estable a pH bésico y se puede
hidrolizar. En consecuencia, se lleva a cabo una optimizacion para elegir el
pH de la reaccion tras la activacion. Se usan pH superiores a 7 para la union
del péptido al grupo amino del carbono terminal. Se eligen dos valores de
pH (pH 8 y 9) para la reaccion y tres tampones para obtener dichos pH:
carbonato (pH 9), fosfato (pH 8) y borato (pH 8 y 9). En la Figura 4, se
observa que el cambio de tampdn no afecta a la union especifica del péptido,

uniendose covalentemente en ambos casos en torno al 56% (385 péptido/NP)
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del péptido a pH 8. Por otro lado, cuando la nanoparticula no se activa con
EDC, la interaccion del péptido con la nanoparticula es completamente
inespecifica debida a enlaces i6nicos u otro tipo de interacciones no
covalentes, y se aprecia que este tipo de interaccion se rompe mas facilmente
con el tampon borato que con el tampon fosfato de sodio. En el caso de la
funcionalizacion a pH 9, el rendimiento se ve reducido hasta menos de un
40% tanto para carbonato como borato. A este pH, las interacciones
inespecificas son menores del 20% con respecto al péptido afiadido.
Teniendo en cuenta los resultados se utilizara tampén borato a pH 8 para el

resto de las funcionalizaciones.
60 - ONo activado

50 - OActivado
40 -

30 A

20 A

10 - |_| |—|

0

Fosfato Borato Borato Carbonato
pH8 pHS8 pH9 pH9

% Péptido unido

Figura 4. Rendimientos de la funcionalizacion de las NS-PEG458 con el péptido MR7
usando tres tampones diferentes (fosfato, borato y carbonato) y dos pH (8 y 9) de trabajo.

Se repite el procedimiento para el resto de los péptidos y se
caracterizan por espectroscopia UV-Vis, DLS, gel de electroforesis, y
potencial- { (Figura 5). El espectro de las nanoparticulas se mantiene
practicamente inalterado después de la funcionalizacion para todos los
péptidos, produciéndose solo pequefios desplazamientos de la banda de

LSPR de las NPs comparada con las iniciales mientras que el coeficiente de
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estabilidad® se mantiene alrededor de 4. En la Figura 5, A se presenta el
espectro de las NS-PEG458 y NS-PEG458-MR7 donde no se produce
desplazamiento de la longitud de onda de LSPR manteniéndose en un valor
de 521 nm.
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Figura 5. Caracterizacion de las NS-PEG458-pep por espectroscopia UV-vis (A), DLS
(B), gel de electroforesis (C) y potencial { (D).

Por otro lado, se determina el didmetro hidrodindmico para conocer el
estado de agregacion de las nanoparticulas. Para comparar las posibles
interacciones de los péptidos sobre la nanoparticula, se comparan las NS-
PEG458-pep con los controles sin activar con EDC y sulfo-NHS. Se
comprueba que el péptido no afecta a la estabilidad de la nanoparticula

2 Coeficiente de estabilidad es la relacion de la absorbancia en el maximo del plasmén de
superficie y la absorbancia a 600 nm, que dan informacion del estado de dispersion de la muestra
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cuando no existen interacciones covalentes. El diametro hidrodinamico se
mantiene alrededor de 15 nm (Figura 5, B). Sin embargo, al funcionalizar
covalentemente la superficie con la mayoria de los péptidos, se produce un
aumento del diametro hidrodinamico a valores de 20,9-22,2 nm, lo que puede
indicar que la funcionalizacion se ha producido y el péptido afecta a la
conformacién del recubrimiento de la nanoparticula. En el caso de las NS-
PEG458-MR7 y NS-PEG458-EQ20A, el aumento del didmetro es maés
dréstico y se obtienen valores de 36,1 nm, y 30,4 nm respectivamente. Este
aumento del diametro se puede deber a que los péptidos afecten a la
estabilidad de las nanoparticulas por los grupos hidrofébicos (fenilalanina y

triptoéfano).

El gel de electroforesis también puede utilizarse como herramienta
para conocer el éxito de la funcionalizacién como se ha visto en otros casos.
En la Figura 5, C se observa que tras derivatizarse con los péptidos las
nanoparticulas no sufren cambios relevantes en los desplazamientos
electroforéticos si se compara con las NS-PEG458 y los controles sin activar.
Esto se debe a que los peptidos son pequefios y la cantidad de grupos
carboxilos que se funcionalizan es baja, un 10%, que equivale a 300
péptidos/NP. Esta tendencia es diferente para NS-PEG458-PP14, que es el
unico peptido que presenta dos grupos carboxilos por lo que al funcionalizar
el péptido a los grupos carboxilos, la carga de la nanoparticula se incrementa

y también su movilidad electroforeética.

Tras los resultados de cuantificacion del péptido MR7 por
fluorescenciay las leves modificaciones en el DLSy el potencial {, se puede
concluir que los péptidos estan unidos a las nanoparticulas y el siguiente paso
que se propone es la realizacion de ensayos in vitro. En la siguiente seccion,
se seleccionaran las células que presenten la integrina a4y se estudiara la

internalizacion de las nanoparticulas preparadas en estas lineas celulares.
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2.2 Experimentos in vitro de nanoesferas con células en

suspension
2.2.1 Seleccion de las lineas celulares

Para los experimentos in vitro, se busca una linea celular que sea del
sistema inmune, relevante para los procesos de adhesion e
infiltracion/transmigracién asociados a la inflamacion. Entre las lineas
celulares posibles seleccionaremos una linea que exprese las integrinas ospy
asf7 y otra similar que no las exprese o lo haga en menor medida. Las células
Jurkat, linea ampliamente utilizada en experimentacién, son linfocitos T
inmortalizados que fueron obtenidos de la sangre periférica de un nifio con
leucemia de las células T. Se ha extendido su uso como modelo de cancer de
leucemia para estudiar sefalizacion celular, expresion de receptores de
citoquina y para el efecto de radiacion y otros farmacos.3>3 Muchos trabajos
se han centrado en el uso de estas células para estudiar la liberacion de
farmacos contra la leucemia como el paclitaxel encapsulados en diferentes
formulaciones poliméricas.®* Asimismo, otros grupos han demostrado que

esta linea cuenta con la subunidad a4 presente en las integrinas de interés.>>=®

Por otro lado, es interesante evaluar si la posible internalizacion que
tendran las NPs es debida a la integrina o los péptidos estan interaccionando
con otros receptores. Para ello, se selecciona una linea que no presente estas
integrinas y tenga ciertas caracteristicas similares a las Jurkat, ya que son
células en suspension. Se selecciona la linea celular EL4, que son linfocitos

T de raton.

Para confirmar la presencia de las integrinas asf;1 y asf; en ambas
lineas celulares, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia. Se selecciona
un anticuerpo anti-a4 que interaccione con dicha subunidad dado que ambas

integrinas la presentan. Para medir la fluorescencia de las células que tienen
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este receptor, se utiliza un citometro de flujo. Esta técnica permite medir
simultaneamente multiples caracteristicas Opticas (dispersion de luz y
fluorescencia) de cada una de las células o particulas presentes en una
suspension.®”  En alguna ocasién, el anticuerpo puede unirse
inespecificamente a la superficie celular o a las proteinas citoplasmaticas,
produciendo falsos positivos. Para controlar este posible artefacto, se usan
los controles de isotipo, que son anticuerpos de la misma clase del que
usamos, y con el mismo fluorocromo, pero disefiados para reconocer
moléculas que no estan presentes en la célula. De esta manera conocer las

posibles uniones inespecificas (Figura 6).383°

Union Unidén Control de
especifica inespecifica isotipo

s

Célulacon S Conjugado
receptor primario

Célula sin \r’ Conjugado
receptor secundario

Figura 6. Representacion del ensayo de control de isotipo. Se utilizan dos anticuerpos,
anticuerpo especifico fluorescente de la proteina de la célula, que solo deberia marcar
cuando esté presente dicha biomolécula. Para comprobar las posibles interacciones
inespecificas se utiliza un anticuerpo de caracteristicas similares pero que no tenga
afinidad por esta proteina.
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Tanto las células EL4 como las Jurkat se incuban con el anticuerpo y
el control de isotipo a dos concentraciones diferentes (0,1 y 0,5 pg Ab/10°
células) durante 30 min a 37 °C. Se seleccionan dos concentraciones para
asegurarnos que se utiliza el suficiente anticuerpo para la interaccién con las
integrinas. A continuacién, se lavan y resuspenden en DPBS. Las células

tratadas se pasan por el citometro de flujo.

En la Figura 7, se muestran los resultados de la citometria de flujo. En
el caso del control de isotipo, no se produce desplazamiento de la sefial y en
ambas lineas es negativa la union (Figura 7, A-B). Este resultado nos permite
descartar que se produzca un falso positivo en el ensayo de
inmunofluorescencia. Cuando se utiliza el anticuerpo anti-a., se produce un
desplazamiento de la sefial en las células Jurkat (Figura 7, D) que no se
observa en las EL4 (Figura 7, C). Un aumento de la concentracion no afecta

a la interaccion del anticuerpo con las células.

El experimento confirma que las células Jurkat expresan la subunidad
ag presente en las integrinas de interés. Por lo que, es una linea celular
adecuada para evaluar la idoneidad de los péptidos para el direccionamiento.
Asimismo, el resultado con las células EL4 muestra que no expresan dicha
subunidad. Por lo tanto, la ausencia de la integrina junto a otras
caracteristicas que si son similares a las Jurkat, hace que las EL4 sean

adecuadas como control en los experimentos de direccionamiento.
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Figura 7. Resultados de citometria para la integrina a4 (A) y (C) son los controles de
isotipo para las células EL4 y Jurkat respectivamente, (B) y (D) son las células incubadas
con el anticuerpo marcado anti-integrina o..

2.2.2 Estudios de internalizacién de nanoesferas funcionalizadas con

péptidos en linfocitos T

Se determina la citotoxicidad de las nanoesferas funcionalizadas con
los péptidos en las lineas celulares Jurkat y EL4. Las células se incuban
durante 24 h con las nanoparticulas a una concentracion de 6 nM. La
viabilidad celular se determina por azul de tripano, que es un ensayo simple
para determinar el numero de ceélulas viables en una suspension
aprovechando las caracteristicas de estas células. El principio del ensayo se
basa en que las células vivas presentan una membrana celular intacta que
excluye el colorante por lo que no se tifien. Sin embargo, en las células
muertas la membrana esta dafiada y el citoplasma se tifie de color azul.*’ De
acuerdo con este ensayo la viabilidad de ambas lineas celulares se mantiene
por encima de un 90%, obteniéndose valores semejantes a los controles
(Figura 8) y se concluye que esta concentracion es adecuada para futuros

ensayos in vitro.
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Figura 8. Viabilidad de las células Jurkat y EL 4 por azul de tripano en presencia de 6 nM
de NS-PEG458-pep vy los diferentes NS-PEG458-pep que se han incubado durante 24h.

Posteriormente, se evalla la capacidad de interaccion de estas
nanoparticulas con las dos lineas celulares por microscopia de campo oscuro.
Las células EL4 y Jurkat se incuban con NS-PEG458-pep a 6 nM durante 24
h. Las nanoparticulas que no hayan interaccionado con la célula se retiran
mediante lavados por centrifugacion. Para la visualizacién por microscopia
de fluorescencia, se necesita inmovilizar las células en el cubreobjeto puesto
que son en suspension. La inmovilizacion se realiza mediante tratamiento
previo del cubreobjeto con una disolucion de poli-L-lisina (PLL). PLL es un
polipéptido policationico que se usa ampliamente para la inmovilizacion
inespecifica de células mediante la interaccion electrostatica de la membrana
celular y la carga positiva del recubrimiento.** Una vez inmovilizadas, las
células se fijan con paraformaldehido y sus nucleos se tifien con DAPI

repitiendo el mismo protocolo que para células adherentes.

En la Figura 9 se presentan los resultados de microscopia de campo
oscuro para ambas lineas celulares. En las muestras tratadas con NS-PEG458
se aprecia dispersion de la luz que puede deberse a agregados de NPs en el
medio que no se han podido eliminar durante los lavados o bien que se dan
interacciones inespecificas de las células con las NS. Al tratar las células con
las NS-PEG458-MRY7, se produce internalizacion de las nanoparticulas en
ambas lineas celulares. Este resultado es consistente con la bibliografia, ya
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que la cadherina E se presenta en la mayoria de las membranas celulares.
Esto se explica por la necesidad de las células T para reconocer el tejido
solido. En el caso del péptido con la secuencia RGD ciclica (NS-PEG458-
EQ20A) no se produce internalizacién. Es un resultado inesperado porque
suele dar buenos resultados en la internalizacion de células que expresen la
integrina onBs.2° Es probable que la baja estabilidad de la nanoparticula, que
se observo por DLS (Figura 5, B), impida que interaccione adecuadamente

con el receptor.
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Figura 9. Imagenes de microscopia de campo oscuro de células EL4 (izquierda) y Jurkat
(derecha) que se han incubado con NS-PEG458-pep a 6 nM durante 24h. Los nucleos
celulares se tifieron con diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las barras de escala
corresponden a 50 pum,
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Con respecto a los péptidos de la integrina a4, las secuencias QIDS y
LDV, las nanoparticulas funcionalizadas con el LDV (NS-PEG458-BF17)
presentan una baja internalizacion. Estos resultados son contrarios a un
trabajo previo del grupo de Luca Gentilucci. En este estudio se comparaba
la adhesion de células Jurkat con células HEK-293 en superficies de zeolitas.
Las superficies se funcionalizaron con los péptidos que presentan las
secuencias QIDS y LDV. Observaron que cuando usaba la secuencia LDV
la inmovilizacion de las células Jurkat fue mayor en la superficie de zeolita.?
Nuestro resultado se podria explicar porque la cantidad de péptido en cada
nanoparticula no es suficiente para producir la interaccion con la célula, o
que la presentacion del peptido no sea la adecuada cuando esta unido a las

nanoparticulas de oro.

En el caso de las secuencias QIDS, tanto BF14 como EQ16B se unen
por un grupo amino en el extremo del carbono terminal, y solo se diferencian
en la presencia de un residuo glicina adicional en el péptido BF14. La
presencia de este aminodcido disminuye considerablemente la
internalizacion de las nanoparticulas en las celulas Jurkat, que es alta para
NS-PEG458-EQ16B y apenas se observa para NS-PEG458-BF14. Por otro
lado, para NS-PEG458-PP14, en el que la secuencia QIDS se une a traves
del extremo amino N terminal con una glicina de espaciador, se observa a

priori una mayor internalizacion en las células Jurkat que en las ELA4.

Sin embargo, las conclusiones de la microscopia de campo oscuro se
deben analizar con cuidado ya que depende mucho de la preparacion de las
muestras y la eliminacion de las nanoparticulas del medio. Por lo que se opt6
por confirmar este resultado mediante una técnica mas cuantitativa,
Espectrometria de Masa con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS).
ICP-MS permite cuantificar la cantidad de oro por célula y asi poder

comparar los resultados de microscopia. Las células se incuban durante 24 h
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con las nanoparticulas funcionalizadas con los diferentes péptidos a 6 nM.
Tras la incubacidn, se retiran las nanoparticulas que no han interaccionado y
las células se tratan con medio &cido fuerte para descomponer las
nanoparticulas, y determinar la cantidad de Au (I11). Ademas, como sabemos
la cantidad de células, se puede determinar la cantidad de oro por célula para

analizar posibles diferencias.

Los resultados muestran que se produce una mayor internalizacion en
las células Jurkat (Figura 10, B), de hasta 10 veces mas comparado con la
internalizacion en células EL4 (Figura 10, A). Este resultado puede deberse
a una mayor captacion celular pero no se corresponde a lo observado en la
microscopia de campo oscuro. Asi que nos decantamos mas por una posible
agregacion de las nanoparticulas, que parece mayor en el medio de las
celulas Jurkat, RPMI, si se compara con el medio DMEM, que se utiliza para
las células EL4. La agregacion no se percibe en las imagenes de microscopia
al tratarse de una técnica de observacion mas localizada. Ante esta
agregacion no se pudieron confirmar los resultados de microscopia para las

células Jurkat.
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Figura 10. Cantidad de NS-PEG458-pep internalizadas por las células EL4 (A) y Jurkat
(B) después de 24 h de la incubacion con NS-PEG458-pep a 6 nM. La cuantificacion de
oro se mide por Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
MS).
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En el caso de las células EL4 (Figura 10, A), se produce mayor
internalizacion para NS-PEG458-MR7. El resultado es coherente con las
observaciones de microscopia de campo oscuro y se podria explicar por la
presencia de cadherina-E en la membrana de las células EL4. Se ha
descartado la presencia de las integrinas con la subunidad o4 por la baja
internalizacion de estas nanoparticulas. NS-PEG458-PP14 y NS-PEG458-
EQ16B se internalizan ligeramente mejor que el control, mientras que NS-
PEG458-BF14, NS-PEG458-EQ20A y NS-PEG458-BF17 no internalizan
dentro de la célula tal como se esperaba después de los resultados de
microscopia. Ante estos resultados nos centraremos en los péptidos PP14 y
EQ16B para ver su internalizacion con NPrs, y comprobar si se observa

alguna diferencia en nuestros modelos celulares.

2.3 Experimentos in vitro de nanoprismas con células en

suspension

2.3.1 Estudio de internalizacion de nanoprismas funcionalizados con

péptidos en linfocitos T

En el Capitulo 4, se funcionalizaron los M-NPrs-GSH-PEG con la
secuencia Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (RGD lineal, GRGDS en la Figura 3) para
utilizarlos como transductores térmicos en células Vero y MCF-7 que son
células adherentes. Estos experimentos nos permitieron optimizar las
condiciones de laser para aplicarlas en los ensayos con linfocitos T. Sin
embargo, como se ha mencionado, las células Jurkat y EL4 son células en
suspension. Para retirar el exceso de nanoparticulas que no ha internalizado
es necesario hacer lavados por centrifugacion. Este cambio metodoldgico
podria dificultar la idoneidad de los experimentos. Durante las lavados se
pueden perder células o no separar adecuadamente los nanoprismas de las
celulas (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de trabajo marcando las diferencias de trabajar con células adherentes
(arriba) y suspensién (abajo). Con células adherentes se pueden hacer lavados
simplemente retirando el sobrenadante del pocillo. En cambio, para las células en
suspension se requiere centrifugar las células y en este paso podrian precipitar los
nanoprismas. En consecuencia, se necesitan varios lavados para retirar todos los
nanoprismas.

M-NPrs-GSH-PEG no se internalizaron en las células por lo que es
una buena herramienta para comprobar la capacidad de direccionamiento de
los péptidos. Mientras, los M-NPrs-GSH-PEG-RGD no deberian presentar
grandes diferencias en la internalizacion en las células EL4 y Jurkat. Se
funcionalizan los M-NPrs-GSH-PEG con los péptidos PP14 y EQL16B
utilizando las mismas cantidades que para la funcionalizacién con RGD. Los
nanoprismas funcionalizados se caracterizan por espectroscopia UV-vis-
NIR y gel de electroforesis. En la Figura 12, A se muestran los espectros de
los M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs-GSH-PEG-PP14, en los que no se observa
la presencia de agregados, ni desplazamiento de la banda de LSPR cuyo
maximo se mantiene en el intervalo 1120-1140 nm para todas las

nanoparticulas funcionalizadas. Como en el caso de las nanoesferas, la
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cantidad de péptido unida a las nanoparticulas no se puede cuantificar debido
a la interferencia de la sulfo-NHS comentada en la seccion 2.1.1. Por gel de
electroforesis se produce una reduccion de la movilidad electroforética de
los NPrs cuando estan funcionalizados con los péptidos (Figura 12, B).
Sorprende que M-NPrs-GSH-PEG-PP14 no presente mas movilidad tal
como se observéd en NS-PEG458-PP14 (Figura 5, C).
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Figura 12. Caracterizacion de los nanoprismas funcionalizados con los péptidos por
Espectro UV-vis-NIR de los M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs-GSH-PEG-PP14 (A) Gel de
electroforesis comparativo de (1) NPrs-GSH-PEG, nanoprismas derivatizados con (2)
RGD (M-NPr-GSH-PEG-RGD), (3) PP14 (M-NPr-GSH-PEG-PP14) y (4) EQ16B (M-
NPr-GSH-PEG-EQ16B) (4) (B).

Para comprobar la internalizacion de los péptidos en las células Jurkat
y EL4, se realiza el ensayo de microscopia de campo oscuro incubando las
lineas celulares con los NPrs a 75 pg-mL* durante 24h (Figura 13). Tal como
se esperaba los M-NPrs-GSH-PEG no internalizan en ninguna de las dos
lineas celulares. Mientras que M-NPrs-GSH-PEG-RGD internalizan de
manera considerable en las células EL4, y un poco menos en las células
Jurkat. Tal vez porque estas Ultima presenten una menor cantidad de
integrina avfBs. En el caso de los péptidos, para M-NPrs-EQ16B no se aprecia

internalizacion, y solo se observan NPrs alrededor de los nucleos con los M-
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NPrs-PP14 en las células Jurkat. Esto podria indicar que este péptido

funciona mejor en la linea celular con la integrina.

Figura 13. Iméagenes de microscopia de campo oscuro de la internalizacién de M-NPrs-
GSH-PEG-pep a 75 pg-mL* en células EL4 (izquierda) y Jurkat (derecha) tras 24h de
incubacion. Los ndcleos celulares se tifieron con diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las
barras de escala corresponden a 50 um.

2.3.2. Estudios de hipertermia optica con nanoprismas en linfocitos T

Para los ensayos in vitro de terapia fototérmica, se elige el ensayo
colorimétrico de LIVE/DEAD que se ha usado en el Capitulo 4. Antes de
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iniciar los estudios de terapia fototérmica, se comprueba que el nimero de
lavados es adecuado para retirar las nanoparticulas que no estan unidas a las
células y probablemente se depositen durante las centrifugaciones. Dichas
nanoparticulas podrian interaccionar con el laser y en consecuencia no se
conoceria la efectividad de la terapia de manera adecuada. Puesto que las M-
NPrs-GSH-PEG no se internalizan en ningun caso, se tomaron como control
para determinar cuantos lavados son necesarios para retirar todos los NPrs
que no se han internalizado. Asimismo, se estudio el posible efecto que
tienen los M-NPrs-GSH-PEG-RGD en celulas Jurkat.

Para este experimento, se incuban los NPrs a una concentracion de 75
ug-mL?* durante 24 h. Tras la incubacion, la suspension de células se
centrifuga entre 2 y 4 veces. Una vez retiradas las nanoparticulas, las células
en suspension se irradian en las condiciones optimizadas en células Vero, 2
W-cm con un tamarfio de haz de 1 cm para irradiar todo el pocillo y 5 min
de irradiacion. Se confirma que dos lavados no son suficientes para retirar
de la suspension las nanoparticulas unidas inespecificamente (Figura 14). Al
tercer lavado, no se produce muerte de la célula con los M-NPrs-GSH-PEG,
pero se siguid viendo muerte en los NPrs-GSH-PEG-RGD, y fue necesario
un cuarto lavado. Es un resultado inesperado puesto que se esperaba muerte
con estas nanoparticulas para cualquier numero de lavados, ya que por

microscopia de campo oscuro este material internalizaba.
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No laser

2X

3X

4x

Figura 14. Estudio del nimero de lavados necesario para no producir interaccion
inespecifica de M-NPrs-GSH-PEG y M-NPrs-GSH-PEG-RGD, a 75 pg-mL™ en células
Jurkat. Las fotos de microscopia corresponden a canales superpuestos de células Jurkat
tratadas con calceina AM (verde), y homodimero de etidio (rojo). Se irradian las células
con 1600 mW durante 5 min. Las fotos se realizan 18 h después de la irradiacién. Escala
1000 pm.

Para estudiar estos resultados, se cuantifica la cantidad de oro que ha
internalizado en ambas lineas celulares por ICP-MS (Figura 15). En células
Jurkat, se repite el mismo resultado que con las nanoesferas y la cantidad de
NPrs por célula es mucho mayor que en células EL4, por lo que no se pueden
valorar los resultados en células Jurkat. Con respecto a la otra linea, cuando

se tratan las células con M-NPrs-GSH-RGD aumenta la internalizacion hasta
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4 veces si se compara con los M-NPrs-GSH-PEG. Mientras que el resto de
los péptidos, M-NPrs-GSH-PP14 y M-NPrs-GSH-PEG-EQ16B, se obtienen
cantidades similares, alrededor de 2 pg-célula?. Este resultado podria
confirmar que los péptidos PP14 y EQ16B son selectivos para las integrinas
que presenten la subunidad as. Ademas, es probable que la integrina que
interacciona con el tripéptido RGD esté en mayor proporcién en las células
EL4. Para confirmarlo, habria que hacer un ensayo de inmunofluorescencia
como el realizado en la seccion 2.2.1.

A B
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3 800 £ 60,0
8 6,00 3
;_-E @ 40,0 A
Z 4,00 - s
4 220,0
2,00 - I 2
0,00 - 0,0
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Figura 15. Cantidad de NPrs internalizados por las células EL4 (A) y Jurkat (B) después
de 24 h de la incubacion con M-NPrs-GSH-PEG-pep a 75 pg-mL™. La cuantificacion de
oro se mide por ICP-MS.

Una vez estudiada la internalizacién por microscopia de campo 0scuro
e ICP, se paso a realizar un ensayo de irradiacion marcando las células con
el kit de marcaje LIVE/DEAD. Los linfocitos T se tratan con los M-NPrs-
GSH-PEG y M-NPrs-GSH-PEG-pep a una concentracion de 75 pg-mL?
durante 24 h. Tras la incubacion se lavan las células por centrifugacion para
retirar el exceso de nanoparticulas. Posteriormente se irradia la disolucion de
células tratadas con un laser a 1064 nm tal como hemos descrito
anteriormente. Los resultados de microscopia de fluorescencia para las
celulas irradiadas se encuentran representados en la Figura 16 y Figura 18
para las células EL4 y Jurkat respectivamente. Cuando no se irradia con el
laser, la viabilidad celular no se ve modificada por la presencia de los NPrs
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(Figura 17 y Figura 19). Tampoco se ven afectadas las células cuando se
irradian con el laser en ausencia de nanoparticulas. Con respecto al uso de
los péptidos con la secuencia QIDS, no se ha observado una muerte celular
destacable en EL4. En el caso de las Jurkat, si que se observa una pequefia
reduccion de viabilidad celular cuando se utilizan los M-NPrs-GSH-PEG,
M-NPrs-GSH-PEG-PP14 y M-NPrs-GSHPEG-EQ16B. Este resultado se
puede explicar por la mayor agregacion de las nanoparticulas en el medio de

cultivo celular de las células Jurkat.

Asimismo, cuando se tratan las celulas EL4 con nanoprismas
funcionalizados con RGD se produce una reduccion de la viabilidad de un
100%, y completamente opuesto a la alta viabilidad que presenta en células
Jurkat. Los resultados confirman que los M-NPrs-GSH-PEG-RGD
internalizan en alta cantidad en las células EL4. Sin embargo, el método
actual de lavado no es adecuado para separar las nanoparticulas de las
células. El desarrollo de un método adecuado para los lavados de estas
nanoparticulas podria proporcionar una internalizacién mas selectiva de los
M-NPrs-GSH-PEG-PP14 en células Jurkat, pero no ha sido posible su
optimizacidn a lo largo de esta Tesis Doctoral. También, la cadena de PEG
elegido para recubrir las nanoparticulas podria ser muy grande, y evitar que
los péptidos especificos de las integrinas interaccionen con los peptidos de
las nanoparticulas. Posibles soluciones para evitar este problema,
implicarian el uso de moléculas espaciadoras que dispongan el péptido mejor

en el espacio y mejoren su accesibilidad.

Los resultados aqui mostrados apuntan a que la integrina o, 3 estd mas
expresada en las células EL4 y este hecho concuerda con los datos obtenidos
por otras técnicas de biocaracterizacion como la microscopia de campo
oscuro y el ICP-MS. Por lo que se puede concluir que nuestro material M-

NPrs-GSH-PEG sigue siendo un material ideal para terapia que requieran un
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direccionamiento a un lugar especifico. Aun falta un mayor estudio de la
importancia de la disposicion del péptido sobre la nanoparticula y encontrar

sondas que sean mas especificas para una determinada célula.
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Con laser:

Vivas Muertas Vivas + muertas

g AN
e
I

Figura 16. Estudio de irradiacion con células EL4 incubadas con M-NPrs-GSH-PEG-pep
a 75 pug-mL* durante 24h. Las fotos de microscopia corresponden a células tratadas con
calceina AM (vivas, verde), y homodimero de etidio (muertas, rojo), y los canales
superpuestos (vivas + muertas). Se irradian las células con 1600 mW durante 5 min. Las
fotos se realizan 18 h después de la irradiacion. Las barras de escala corresponden a 1000

um.
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Sin laser:

Vivas Muertas Vivas + muertas

Figura 17. Estudio de viabilidad sin irradiacion con células EL4 incubadas con M-NPrs-
GSH-PEG-pep a 75 pg-mL™. Las fotos de microscopia corresponden a células tratadas
con calceina AM (vivas, verde), y homodimero de etidio (muertas, rojo), y los canales
superpuestos (vivas + muertas). Se irradian las células con 1600 mW durante 5 min. Las
fotos se realizan 18 h después de la irradiacion. Las barras de escala corresponden a 1000

um.
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Con laser:

Muertas Vivas + muertas

Figura 18. Estudio de irradiacién con células Jurkat incubadas con M-NPrs-GSH-PEG-
pep a 75 pug-mL* durante 24h. Las fotos de microscopia corresponden a células tratadas
con calceina AM (vivas, verde), y homodimero de etidio (muertas, rojo), y los canales
superpuestos (vivas + muertas). Se irradian las células con 1600 mW durante 5 min. Las
fotos se realizan 18 h después de la irradiacion. Las barras de escala corresponden a 1000

pm.
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Sin laser

Vivas Muertas Vivas + muertas

Figura 19. Estudio de viabilidad sin irradiacion con células Jurkat incubadas con M-NPrs-
GSH-PEG-pep a 75 pg-mL™. Las fotos de microscopia corresponden a células tratadas
con calceina AM (vivas, verde), y homodimero de etidio (muertas, rojo), y los canales
superpuestos (vivas + muertas). Se irradian las células con 1600 mW durante 5 min. Las
fotos se realizan 18 h después de la irradiacion. Las barras de escala corresponden a 1000

pm.
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3. CONCLUSIONES

Los péptidos unidos a las nanoparticulas no producen una gran
desestabilizacion de los nanomateriales si se compara con la doxorrubicina
debido a que los péptidos son menos hidrofobicos. Se ha podido comprobar

el éxito de la funcionalizacién mediante fluorescencia, DLS y potencial C.

En los ensayos in vitro se han visto las dificultades de trabajar con
células en suspension, siendo necesario prestar mucha atencion en los
lavados por centrifugacion. En este respecto se observa una mayor
agregacion de las nanoparticulas en medio RPMI, si se compara con el
DMEM.

Tras el estudio de cribado con las nanoesferas se comprueba que la
secuencias QIDS y DWVI, que interaccionan con integrinas y cadherinas
respectivamente, mostraron mejores resultados de internalizacion que los
péptidos LDV y RGD ciclico. Aunque existen trabajos previos que
confirman la interaccion de ese motivo con la integrina a4 de la secuencia

LDV, no se obtiene una internalizacion apreciable por campo oscuro.

Con respecto a los ensayos de fototermia, se trabajé con tres
secuencias funcionalizadas a las nanoparticulas: PP14, EQ16B y RGD lineal.
La derivatizacion de los M-NPrs-GSH-PEG no afecta a la estabilidad de las
nanoparticulas. Sin embargo, el modelo celular elegido dificulta la
biocaracterizacion de estas nanoparticulas, ya que son necesarios pasos de
centrifugacion para eliminar el exceso de nanoparticulas. Este hecho limita
la concentracion de nanoparticulas que se puede afiadir en los ensayos in
vitro. Unicamente las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido RGD

producen mayor muerte cuando se incuban en presencia de las células ELA4.
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Los resultados apuntan a una diferencia en la expresion de la integrina
avPs en las células Jurkat y EL4, siendo esta Gltima la que presenta una

mayor concentracién de la integrina que reconoce el motivo RGD.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y equipos

El &cido nitrico al 65%, el acido clorhidrico al 37%, el acido sulfurico
al 96%, el perdxido de hidrogeno al 33% y el tris(hidroximetil)aminometano
se compraron de Panreac®. El 4cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES)
se adquirié de Alpha Aesar. Hidréxido de sodio (NaOH), sal de sodio de N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), Gly-Arg-Gly-Asp-Ser (Ref: G4391-
5MG) (RGD) y clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida
(EDC) fueron suministrados por Sigma-Aldrich y utilizados como se
recibieron. EI medio de cultivo DMEM™ (Eagle completo modificado por
Dulbecco), RPMI (Roswell Park Memorial Institute), solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y PBS de Dulbecco (DPBS) suplementado con
Ca** y Mg?* se compraron de Lonza® (Basilea, Suiza). E| DMEM y RPMI
se complementan con un 10% de suero fetal bovino, un 5% de glutaMAX™
y un 5% de penicilina/estreptomicina antes de su uso en cualquier cultivo

celular.

Los péptidos MR7, EQ20A, EQ16B, BF14, BF17 y PP14 fueron
sintetizados por sintesis en fase sélida grupo de Luca Gentiluci®’ vy
posteriormente purificados por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC). Los péptidos llegaron al laboratorio en estado solido en forma de
polvo blanco, y eran insolubles en agua. Se resupendieron usando
dimetilsulfoxido (DMSO).

Para la cuantificacién del oro en los estudios de internalizacion, las
muestras se analizaron por Espectrometria de Masa con Plasma de
Acoplamiento Inductivo (ICP-MS) utilizando un instrumento Agilent 7700
(Agilent Technologies, EE. UU.) en el Servicio Central de Analisis de
Bizkaia de la Universidad del Pais Vasco (EHU).
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Todas las imagenes de campo claro, campo oscuro y fluorescencia
estandar de las células se obtuvieron con un Eclipse Ti con sistema de
obturador de plano focal (FPS) de Nikon (Tokio, Japon) equipado con un
sistema de contraste de fase, un sistema de visualizacién de campo oscuro y
un bloque de filtros 472 + 30/520 = 35 nm (GFP), 531 £ 46/593 + 40 nm
(TRITC) cube y 387 + 11/447 £ 60 nm (DAPI) conectado al software NIS-

Elements Microscope Imaging.

4.2 Funcionalizacion de las nanoparticulas con los péptidos

4.2.1 Funcionalizacion de las nanoesferas con los péptidos

NS-PEG458 se derivatizaron con los péptidos que se presentan en la
Figura 3 para promover la internalizacion celular. Brevemente, se incubaron
20 pmol de NS- PEG458 con 40 ug de EDC y 61 g de sulfo-NHS en 1 mL
de tampon MES 10 mM pH 6 durante 30 minutos a 37 °C. Los NS-PEG458
activados se incubaron luego durante 2 ha temperatura ambiente con 10 nmol
de peéptido. Finalmente, se afladieron 14 pg de tris-
(hidroximetil)aminometano (120 nmol) para derivatizar los grupos
carboxilicos activados restantes durante 2 a temperatura ambiente. Las NP
funcionales se lavaron luego para retirar el exceso de ligando por
centrifugacion. Los NPs derivatizados se centrifugaron tres veces a 16000 g
a 4 °C durante 30 min. Finalmente, las nanoparticulas se resuspendieron en

500 pL de volumen final.

4.2.2 Funcionalizacion de los nanoprismas con los péptidos

Se derivatizaron M-NPr-GSH-PEG con Gly-Arg-Gly-Asp-Ser
(péptido RGD) y las secuencias Gly-GlIn-lle-Asp-Ser (PP14) y Ac-Gln-lle-
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Asp-Ser diamino (EQL16B) para promover la internalizacién celular.
Brevemente, se incubaron 0,5 mg de M-NPr-GSH-PEG con 40 ug de EDC
y 61 pg de sulfo-NHS en 1 mL de tampén MES 10 mM pH 6 durante 30
minutos a 37 °C. Los M-NPr-GSH-PEG activados se incubaron luego
durante 2 h a temperatura ambiente con 20 nmol de péptido. Finalmente, se
afiadieron 14 pg de tris(hidroximetil)aminometano (120 nmol) para
derivatizar los grupos carboxilicos activados restantes durante 2 h a
temperatura ambiente. Las NP funcionalizadas se lavaron luego para retirar
el exceso de péptido por centrifugacion. Los NPrs funcionalizados se
centrifugaron tres veces durante 10 minutos a 6000 rpm, y luego se

resuspendieron en 500 pL agua Milli-Q.

4.3 Caracterizacion de los materiales

Los espectros UV-Vis-NIR se adquirieron usando un
espectrofotometro Cary 50 Probe® de Varian para las NS-PEG458 y Jasco
V670 para los M-NPrs-GSH-PEG.

El potencial { se midi6 en un equipo Brookhaven Zeta PALS. Se

prepard una disolucion 2 nM de NS-PEG458 en 1,6 mL de agua.

La dispersion dinamica de la luz (DLS) se midié en un equipo
Brookhaven Zeta PALS. Se preparo6 una disolucion 2 nM de NS-PEG458 en
1,6 mL de KCI 1 mM. El andlisis de los datos se llevo a cabo utilizandos los
indices de refraccion del oro (parte real 2,64 e imaginaria 1,63) tomando
como validos los valores en porcentaje correspondientes a las medidas en

ndmero.

Para los geles de electroforesis, la dispersion de nanoesferas NS-
PEG458 (10 pL, 1 pmol de NSs en glicerol 10%) se cargd en un gel de

agarosa (1% w/v) que estaba inmerso en una disolucién Tris-borato-EDTA
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(TBE) 0,5% en una cubeta de electroforesis. La separacion electroforética se
realizé a 100 V durante 1h.

Para los geles de electroforesis de los nanoprismas: M-NPrs-PEG (10
UL, 10 pg de NPrs en glicerol 10%) se carg6 en un gel de agarosa (0,7% wi/v)
que estaba inmerso en una disolucion TBE 0,5% en una cubeta de

electroforesis. La separacion electroforética se realiz6 a 120 V durante 1h.

Las medidas de fluorescencia se hicieron con un espectrofotometro de
fluorescencia LS 55 (Perkin-Elmer, Reino Unido) equipado con una lampara
de xenon como fuente de excitacidn. Se selecciond una apertura de la banda
de absorcion y de excitacion de 8 nm, y una velocidad de barrido de 800
nm/min. La disolucion del péptido MR7 se excitd a 280 nm, y se recogio la
fluorescencia a 370 nm. Las muestras se colocaron en una cubeta Hellman
105.251-QS con un camino 6ptico de 3x3 mm, y se midieron 500 pL de

muestra.

4.4 Experimentos in-vitro de las nanoparticulas con linfocitos T

Las células Jurkat (linfoblasto de células T de leucemia humana) y
EL4 (linfoblasto de células T de linfoma de raton) se cultivaron a 37 °C en
una atmosfera de CO, al 5% en RPMI (Jurkat) o DMEM (ELA4)
suplementado con suero bovino fetal al 10%, glutaMAX™ 2 mM y 100

U/mL de penicilina/estreptomicina.

4.4.1 Ensayo de citometria para determinar la presencia de la integrina

a4

Se colocaron 1-10° células en 500 pL de PBS en un Eppendorf de 1,5
mL y se afadieron dos concentraciones de anticuerpo 0,1 pg-mLty 0,5
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ug-mLL. Se usaron el conjugado de anti-as (Abcam ab24854) o del control
de isotipo (Abcam ab136585). Se incubaron 30 min con el anticuerpo a 4 °C.
Posteriormente, se lavaron las células mediante centrifugaciones de 400 g
durante 5 min tres veces, Finalmente, las células se resuspendieron en 500
UL PBS y se pasaron por el citdbmetro de flujo (Gallios Flow Cytometer,
Beckman Coulter). Los datos se interpretaron con el software Kaluza 2.1

(Beckman Coulter).

4.4.2 Ensayo de viabilidad celular

Todas las suspensiones de NPrs se esterilizaron por filtracion a través
de filtros de 0,22 um (CHMLAB, Barcelona, Espafia) antes de la adicion a
los cultivos celulares. Las células se sembraron a una densidad de 5 x 10°
celulas por pocillo en una placa de 24 pocillos y se incubaron en condiciones
estandar de cultivo celular. Después de 24 h, se afiadid NS-PEG458-pep a 6
nM 0 M-NPrs-GSH-PEG-pep de oro 75 pg-mL?y se incubd durante otras
24 h en las mismas condiciones. Para cuantificar la viabilidad de las células
mediante el ensayo de azul de tripano, se colocaron las células en Eppendorf
de 1,5 mL, y se centrifugaron 2400 rpm, 6 min hasta 4 veces resuspendiendo
en 400 pL de medio de cultivo. De la disolucion final se cogieron 20 L de
medio de cultivo con células, y se mezclaron con 20 pL de disolucion de azul
de tripano. La mezcla final se afiadio a una camara de Neubauer para contar
las células vivas, que no se marcaron, y las células muertas, que se marcaron

en azul, contando un minimo de 80 células por pocillo.
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4.4.3 Estudios internalizacion de nanoparticulas por microscopia de

campo oscuro

Para la preparacion de las muestras de células fijadas para la
visualizacion de microscopia de campo oscuro, se sembraron 2,5 x 10°
células Jurkat o EL4 por pocillo en una placa de 24 pocillos en un volumen
total de 360 uL y se cultivaron durante la noche en condiciones estandar de
cultivo celular (37 °C, 5 % CO;). Al dia siguiente, se afiadieron las
nanoparticulas (Vi H,O < 10%) para tener la concentracion final deseada de
6 nM para las NSs y 75-ug-mL™ para los NPrs. Tras 24 h de incubacién, las
celulas se colocaron en Eppendorf de 1,5-mL y se centrifugaron a 2400 rpm
durante 6 min. Se retiro el sobrenadante y se resuspendio en 400 uL DPBS.
Se repitio este procedimiento 4 veces. Tras el cuarto lavado, las células se
resuspendieron en 400 puL de medio de cultivo (DMEM o RPMI). Se
colocaron 400 pL de la disolucién de células en un cubreobjetos de vidrio
previamente tratado con poli-lisina (PLL) colocado en una placa de 24

pocillos.

El cubreobjetos habia sido tratado el dia anterior con una disolucién
de PLL 0,01% en 0,1 M de borato de sodio pH 8 durante 2 h. A continuacion,
se lavd con agua cuatro veces, y se dejo secar durante 2 h en condiciones de

cultivo, y posteriormente en campana de cultivo durante 1 h.

Las celulas se dejaron incubando con los cubreobjetos cubiertos de
PLL durante 1 h. Se observé que las células estuvieran bien adheridas y se
centrifugo la placa a 1500 rpm durante 10 min. Se retird el medio, y se lavo
dos veces con 400 uL. de DPBS. Se fijaron las celulas con paraformaldehido
al 4% durante 20 minutos, y se lavaron dos veces con DPBS. Luego, se
incubaron durante 10 minutos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (3

UM) para el marcaje de los ndcleos. Los cubreobjetos se montaron en
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portaobjetos de microscopio de vidrio utilizando 6 pL de Prolong® Diamond
Antifade Mountant de Life Technologies® (Carlsbad, CA, EE. UU.).

4.4.4 Estudios internalizacion de nanoparticulas funcionalizadas con
péptidos por Espectrometria de Masa con Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS)

El experimento se realizo por triplicado para cada material. Para estos
ensayos, se cultivaron 2,5 x 10° células en suspension (400 pL) por pocillo
durante la noche en condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO,) en placas de
24 pocillos. Después de 24 h, se afadieron las NPs (Vi H,O < 10%) para
tener la concentracion final deseada 6 nM para las NSs y 75-ug-mL™* para
los NPrs. Tras 24 h de incubacidn, las células se colocaron en Eppendorf de
2 mL y se centrifugaron a 2400 rpm durante 6 min. Se retird el sobrenadante
y se resuspendio en 400 pL de medio de cultivo. Se repitio este
procedimiento 4 veces. Tras el cuarto lavado, las células se resuspendieron
en 500 pL de medio de cultivo (DMEM o RPMI). Se cogieron 200 uL por
muestra y se contd el numero de células en cada muestra utilizando una
camara Neubauer mediante una mezcla 1:1 con azul de tripano. A la
disolucion de células se afiadio una solucion de pirafia (100 pL) para la
digestion durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de la adicidn
de 300 uL de agua regia y 2 horas de digestién a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 60 °C durante 15 minutos y se
diluyeron con agua Milli-Q hasta un volumen total de 20 mL. La cantidad de
oro se midio por ICP-MS. La cantidad total de oro (NPrs) en 20 mL
correspondio a la cantidad total en un pocillo y se dividio por el nimero de

celulas contadas en el pocillo.
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m
pg Au [4u] (727)
célula  mumero total de células

-20mL - 1000

4.4.5 Ensayo de irradiacion de nanoprismas con células en suspension

Las células Jurkat o EL4 se sembraron a una densidad de 2,5 x 10*
células por pocillo en una placa de 24 pocillos con un volumen de 360 L y
se incubaron en condiciones estandar de cultivo celular. Después de 24 h, se
afiadieron los NPrs (Vi H,O < 10%) para tener la concentracion final de 75
ug-mLten 400 pL de volumen total. Tras 24 h de incubacién, las células se
colocaron en Eppendorf de 1,5 mL y se centrifugaron a 2400 rpm durante 6
min. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 400 uL DPBS. Se
repitio este procedimiento 4 veces. Tras el cuarto lavado, las células se
resuspendieron en 500 puL de medio de cultivo (DMEM o RPMI). Se
colocaron 200 pL de la disolucion de células en una placa de 96 pocillos. La
placa de 96 pocillos se colocd en una cdmara de control de temperatura para
mantener a las células entre 37-42 °C. Los pocillos se irradiaron con el laser
Quatum Ventus 3 W (1064 nm) durante 5 min. Todos los ensayos de
irradiacion se realizaron de la misma manera. Posteriormente, las células se
dejaron incubando 24 h a 37 °C y se realiz6 un ensayo de viabilidad por
reactivo de LIVE/DEAD®,

4.4.6 Ensayo de viabilidad por reactivo de LIVE/DEAD®

Para cuantificar la viabilidad de las células se utiliz6 microscopia de
fluorescencia. Para ello, se seleccionaron muestras de células sin NPrs,
tratadas con NPrs, irradiadas por laser o no irradiadas. El reactivo de
citotoxicidad de LIVE/DEAD®se usé en las muestras seleccionadas. Este kit
presenta fluoroforos de dos colores para distinguir las células vivas de las
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muertas. Se usaron dos flouroforos: calceina AM (Acetoximetil) y etidio
homodimero-1 (EthD-1), que reconocen respectivamente la actividad de la
esterasa intracelular y la integridad de la membrana, ambos parametros de
viabilidad celular. Tras 18 h después del experimento de irradiacion, se retird
el medio de cultivo, y se afiadieron 100 uL. de DPBS que contenia 2 uM
calceina AM y 4 uM EthD-1. Las células se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente tapadas de la luz y mediante el software del
microscopio invertido de fluorescencia se programo para realizar varias fotos
de fluorescencia con objetivo de 10X para tener una foto completa del

pocillo.
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CONCLUSIONES GENERALES

A lo largo de esta tesis doctoral se ha llevado a cabo un estudio de las
propiedades coloidales de nanoparticulas de oro (AuNPs). Nos hemos
centrado en la sintesis, funcionalizacién y aplicaciones de dos formas de
AUNPs: nanoesferas y nanoprismas. Entre las aplicaciones se han utilizado
como amplificadores de la sefial de SPR, nanotransportadores de farmacos y
nanocalentadores para terapia fototérmica. Los resultados obtenidos con el
trabajo realizado durante el desarrollo de la tesis han dado lugar a una serie
de conclusiones expuesta en cada uno de los capitulos. A continuacion, se

presentan a modo de resumen las siguientes conclusiones:

En primer lugar, se llevo a cabo la sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de oro en fase acuosa. Se prepararon nanoesferas con dos
diametros diferentes, 3 y 14 nm siguiendo los protocolos publicados en
bibliografia mediante la reduccion del éacido tetracloroaurico con
borohidruro y citrato. Posteriormente, la nanoesferas sintetizadas con citrato
(NS-Cit) fueron sustituidas por diversos polietilenglicol (PEG) para
aumentar la estabilidad mediante el uso de polimeros de PEG que
presentaran un grupo tiol en uno de los extremos para producir un enlace
fuerte Au-S. En el caso de los nanoprismas, se realizé una optimizacion del
método para obtener diferentes tamafios de nanoparticula que no requieran
el uso de ningun surfactante. Por esta metodologia se obtuvieron tres

tamafios de nanoprismas.

En segundo lugar, se optimizo la funcionalizacion de AuNPs con un
intercalante de ADN mediante el acoplamiento con carbodiimida. En el caso
de las nanoesferas estabilizadas con PEG, se comprobd que la presencia de

la parte alifatica cercana al grupo tiol es crucial para mejorar la estabilidad
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del material y aumentar la cantidad de doxorrubicina unida a cada
nanoparticula. Asimismo, los NPrs presentaban un poco de agregacion tras

las funcionalizaciones con doxorrubicina.

En tercer lugar, la estrategia de amplificacion de la sefial de SPR
mediante la funcionalizacién de nanoparticulas con doxorrubicina no
presentd buenos resultados, produciendose amplificacién de la sefal
unicamente cuando se utilizaban los nanoclusters funcionalizados con
doxorrubicina. Ademas, se producia una baja especificidad en la aplicacion,
ya que interaccionan con la sonda ADN aunque no se haya formado el
complejo de doble hebra. Este resultado puso de manifiesto la importancia
de la presentacion espacial de la molécula unida a la nanoparticula y que en
este caso hizo dificil la interaccion de la DOX con el hibrido ADN:ARN.

En el Capitulo 3, se utilizaron las nanoparticulas funcionalizadas con
doxorrubicina como trasnsportadores de farmaco. El sistema elegido
presenta unas buenas propiedades coloidales y una interaccion débil con las
proteinas, que produce la modificacion de la estructura secundaria de la
BSA. Tampoco se produce una concentracion alta de especies reactivas de

oxigeno, que podria desfavorecer el uso de estas nanoparticulas.

De este estudio, se concluye que la nanoparticulas con doxorrubicina
presentaban una mejor respuesta que el farmaco libre en modelos de cancer
de mama, debido a su mayor sensibilidad a elementos toxicos. No obstante,
no se produce una respuesta suficiente de muerte celular y se requiere una
mejora del modelo utilizado. La carga de doxorrubicina que se puede unir a
la nanoparticula es muy baja, impidiendo hacer comparaciones con
cantidades de doxorrubicina mas toxica puesto que estamos limitados por la

concentracion de nanoparticulas.

En el Capitulo 4, se presentd una nueva metodologia de purificacion

basada en el empleo de glutation para obtener NPrs triangulares de oro sin la
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necesidad de procedimientos de purificacién que requieran mucho tiempo ni
materiales especificos. Ademas, de evitar el uso de materiales toxicos como
el CTAB, que dificultarian su uso en aplicaciones in vitro o in vivo. Se
obtuvo nanoprismas triangulares con un alto rendimiento (42%), sin
nanoparticulas de oro esféricas en una unica sintesis. El rendimiento de NPrs
obtenido fue comparable al rendimiento total (NPrs + NSs) informado para

otros métodos sintéticos y al menos en una escala de cantidad de siete veces.

El protocolo de sintesis permite el ajuste de la banda LSPR de los NPrs
de oro en la ventana bioldgica de NIR, al menos de 900 a 1200 nm, lo que lo
hace relevante para una variedad de aplicaciones biotecnoldgicas.
Comparamos nuestro método directamente con la separacion por
electroforesis en gel desarrollada anteriormente y mostramos como la
purificacion con GSH era mas facil de escalar y proporcionaba un mejor

rendimiento y una mayor estabilidad.

Ademas, los nanoprismas separados con GSH muestran menos
interacciones no especificas con células que pueden cambiarse con ligandos
vectorizantes que allanan el camino para una mayor selectividad en
aplicaciones terapéuticas. Asimismo, demostramos su uso en aplicaciones de
hipertermia optica en dos lineas celulares. Los nanoprismas purificados por
esta metodologia solo producen la muerte de la célula cuando estan

funcionalizados con péptidos especificos.

En el Capitulo 5, se estudio la selectividad in vitro de nanoparticulas
funcionalizadas con péptidos que tiene como diana las integrinas a4. LOS
péptidos unidos a las nanoparticulas no producen una gran desestabilizacion
de los nanomateriales si se compara con la doxorrubicina debido a que los
péptidos son menos hidrofébicos. Se ha podido comprobar el éxito de la

funcionalizacion mediante fluorescencia, DLS y potencial C.
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En los ensayos in vitro se han visto las dificultades de trabajar con
células en suspension, siendo necesario prestar mucha atencién en los
lavados por centrifugacion. En este respecto se observa una mayor
agregacion de las nanoparticulas en medio RPMI, si se compara con el
DMEM.

Tras el estudio de cribado con las nanoesferas se comprueba que la
secuencias QIDS y DWVI, que interaccionan con integrinas y cadherinas
respectivamente, mostraron mejores resultados de internalizacion que los
péptidos LDV y RGD ciclico. Aunque existen trabajos previos que
confirman la interaccion de ese motivo con la integrina 04 de la secuencia

LDV, no se obtiene una internalizacion apreciable por campo oscuro.

Con respecto a los ensayos de fototermia, se trabajé con tres
secuencias funcionalizadas a las nanoparticulas: PP14, EQ16B y RGD lineal.
La derivatizacion de los M-NPrs-GSH-PEG no afectan a la estabilidad de las
nanoparticulas. Sin embargo, el modelo celular elegido dificulta la
biocaracterizacion de estas nanoparticulas, ya que son necesarios pasos de
centrifugacion para eliminar el exceso de nanoparticulas. Este hecho limita
la concentracion de nanoparticulas que se puede afadir en los ensayos in
vitro. Unicamente las nanoparticulas funcionalizadas con el péptido RGD

producen mayor muerte cuando se incuban en presencia de las células ELA4.

Los resultados apuntan a una diferencia en la expresion de la integrina
avPs en las células Jurkat y EL4, siendo esta ultima la que presenta una

mayor concentracién de la integrina que reconoce el motivo RGD.
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