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Resumen

Sintesis y conjugacién de nanoparticulas de oro para aplicaciones
biomédicas

La ablacién fototérmica de tumores podria llevarse a cabo con nanoparticulas de
oro multirramificadas (MBAuUNPSs, por sus siglas en inglés) que tengan absorbancia
maxima (Amax) en el infrarrojo cercano y funcionalizadas con ligandos que las unan
a los marcadores tumorales diana. En este trabajo describimos los avances
logrados para obtener MBAUNPs ideales para la ablacion fototérmica de tumores:
1) sintesis y caracterizacion de las MBAuUNPs, 2) caracterizacién de la corona
proteinica (CP) de MBAuUNPs expuestas a seroalbumina bovina (BSA, por sus siglas
en inglés) y suero humano (SH) y 3) identificacion de marcadores moleculares de
dos lineas celulares: cancer de mama (MDA-MB-231) y cancer del cuello uterino
(HeLa) mediante la técnica de despliegue en fagos. Las semillas de Au (oro)
sintetizadas generan estequiométricamente MBAuUNPs similares a pifiatas de 8-20
picos, potencialmente utiles para la ablacién fototérmica de tumores, ya que inducen
hipertermia por irradiacion con un laser de 808 nm a 0.75 W/cm?, con incrementos
de temperatura de mas de 4 °C en geles phantom, que simulan la piel. El area de
superficie calculada para las MBAuUNPs varia de 25 a 41 ym?, dependiendo del
numero de picos usados para modelarlas. Las MBAuUNPs expuestas a BSA
adquieren una CP ‘dura’ constituida por una pelicula interna de una a dos capas de
moléculas de BSA unidas covalentemente a la superficie de cada nanoparticula y
una porcion externa laxa dada por la aglomeracion de moléculas de proteina unidas
entre si por enlaces no covalentes. Las MBAuNPs y MBAuUNPs-BSA expuestas a
SH adquieren proteinas séricas adicionales. Mediante la técnica de despliegue en
fagos, al cabo de cuatro tamizajes seleccionamos 27 clonas de fagos con péptidos
que se unen fuertemente a la superficie de las células blanco, entre las cuales
identificamos cuatro motivos peptidicos consenso: dos para células MDA-MB-231,
uno para ceélulas HelLa y otro comun para ambas lineas celulares.

Palabras clave: Ablacion térmica de tumores, Nanoparticulas de oro

multirramificadas, seroalbumina bovina, despliegue de fagos
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Abstract

Synthesis and conjugation of gold nanoparticles for biomedical applications

Photothermal tumor ablation might be carried out with multibranched gold
nanoparticles (MBAUNPs) having maximum absorbance (Amax) in the infrared region,
and functionalized with ligands that bind them to the target tumor markers. In this
work we describe the progress to obtain ideal MBAuNPs for photothermal ablation
of tumors: 1) synthesis, characterization and selection of MBAuUNPs, 2)
characterization of the protein corona of MBAuUNPs exposed to bovine serum
albumin (BSA) and human serum (HS), and 3) identification of molecular markers of
two cancer cell lines: breast cancer (MDA-MB-231) and cervical cancer (HelLa),using
the phage display technique. Synthesized spherical Au seeds stoichiometrically
generate pifiata-like MBAUNPs with 8-20 peaks potentially useful for photothermal
tumor ablation, since they induce hyperthermia of more than 4 °C in phantom gels
mimicking the skin irradiated with an 808 nm laser at 0.75 W/cm?2.The surface area
calculated for MBAuUNPs ranges from 25 to 41 ym?, depending of the number of
peaks used to model them. MBAuUNPs exposed to BSA acquire a protein corona with
an internal ‘hard’ portion composed by one or two layers of BSA molecules
covalently bound to their surface, and an external ‘soft’ portion formed by
agglomerated BSA molecules linked by non-covalent bonds. MBAuNPs and
MBAuUNPs-BSA exposed to HS acquire additional serum proteins. Using the phage
display technique, we selected 27 phage clones with peptides that bind strongly to
the surface of the target cells, amongst which we identified four consensus peptide
motifs: two for MDA-MB-231 cells, one for HeLa cells, and one common for both cell
lines.

Keywords: Local hyperthermia, Thermal ablation of tumors, Multibranched gold

nanoparticles, Bovine serum albumin, Phage display
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l. Introduccion general

Los tumores malignos generalmente son tratados mediante reseccion quirurgica,
quimioterapia y radioterapia (Beik et al. 2016). La quimioterapia y la radioterapia
usualmente son ineficaces y tienen efectos colaterales indeseables (Dai 2016). La
hipertermia es una alternativa a la cirugia que puede combinarse con la
quimioterapia y la radioterapia para aumentar la eficacia del tratamiento del cancer
(Gao et al. 2016). Esta combinacién es infrecuente debido a la distribucion no
homogénea de la temperatura en el tejido blanco, el posicionamiento impreciso de
la radioterapia y la falta de discriminacion entre células sanas y cancerosas (Toraya-
Brown y Fiering 2014).

Recientemente se han desarrollado nanoparticulas (NPs) potencialmente
utiles para inducir hipertermia local para el tratamiento del cancer, que al ser
expuestas a radiacion laser de longitud de onda y potencia adecuada convierten la
energia optica en calor (Beik et al. 2016). Tres condiciones son necesarias para la
terapia nanohipertérmica efectiva de tumores: 1) las NPs deben tener propiedades
fototérmicas que conviertan la luz en energia térmica (Dai 2016), 2) el efecto
fototérmico debe ocurrir en respuesta a radiacion en el espectro infrarrojo cercano
(NIR, por sus siglas en inglés) que penetra profundamente pero casi no es absorbida
por los tejidos (Weissleder 2001; Schieke et al. 2003; Cho et al. 2009) y 3) las NPs
deben funcionalizarse con ligandos que las dirijan a receptores celulares especificos
(Van de Broek et al. 2011).

Las NPs de oro (AuNPs) son buenos candidatos para el diagndstico
(obtencién de imagenes) y tratamiento de enfermedades porque no son téxicas
(Curry et al. 2014), convierten la luz en energia térmica por el efecto plasmdnico
dado por la interaccién de la luz con los electrones libres de la superficie de los
atomos metalicos (Carretero-Palacios et al. 2011), y pueden ser funcionalizadas
(Kruse et al. 2011).

Es importante saber que los plasmones son considerados como
cuasiparticulas formadas por la oscilacion de electrones libres de la superficie de



las nanoparticulas. Estas formaciones determinan el efecto plasmonico que en este
caso se logra por la interaccion de la luz (NIR) con los electrones libres de la
superficie de las AuNPs. Este tipo mas complejo de onda se llama "plasmon
superficial" y se mide con espectroscopia UV-VIS.

Hablando especificamente de AuNPs multirramificadas (MBAuUNPs),
pequefios cambios en el tamafio y la forma de las AuNPs producen grandes
cambios en el plasmdn de superficie y consecuentemente en la absorcion de luz en
la region del infrarrojo cercano, que dificilmente se logra con las AuNPs esféricas
(Sajanlal et al. 2011). Estas propiedades hacen que las MBAuUNPs se estudien
ampliamente para explorar su uso en la terapia nanohipertérmica (Li et al. 2014)
para la cual deben resolverse dos problemas relevantes: su especificidad hacia los

tumores y su tamafno optimo para el efecto fototérmico (Kang et al. 2015).

Justificacion

Es necesario desarrollar opciones terapéuticas que superen la ineficacia y los
efectos indeseables de la quimioterapia y la radioterapia empleadas para tratar los
tumores malignos. Una de estas opciones es la ablacion fototérmica, con AuNPs
que transforman la radiacion del infrarrojo cercano en energia calorifica y producen
hipertermia local que permite eliminar el tejido tumoral sin efectos indeseables.
Entre las AuNPs destacan las MBAuUNPs por su alta eficiencia para inducir
hipertermia, ademas de que pueden ser funcionalizadas con biomoléculas que las
dirijan preferentemente a los tumores.

Para evaluar la idoneidad y toxicidad de las NPs potencialmente utiles para
la terapia in vivo es esencial caracterizar la corona proteinica (CP) que se forma
alrededor de las NPs inmediatamente después de su administracion intravenosa y
su relacion con las propiedades fisicoquimicas que determinan las implicaciones
biolégicas de las NPs (Lee et al. 2014; Treuel et al. 2015). Por eso nos propusimos
sintetizar MBAuUNPs ideales para la ablacion de tumores, las cuales deben ser
capaces de convertir la luz en energia térmica, es decir, elevar la temperatura local
mediante irradiacion con laseres de baja potencia en el infrarrojo cercano (menor a

1 W/cm?), estar funcionalizadas con una corona de proteinas séricas de estructura



controlada que pueda ser modificada con ligandos adicionales para dirigirlas a

marcadores tumorales especificos de las células diana.

Resultados Principales

En el Capitulo Il presentamos la sintesis y caracterizacién de MBAuUNPs utiles
para la ablacién térmica de tumores y en el Capitulo Ill la funcionalizacién de las
MBAuUNPs con BSA (MBAuUNPs-BSA) y la caracterizacion de los cambios que sufren
al ser expuestas a BSA y suero humano (SH). En el Capitulo IV describimos la
obtencién y caracterizacion de clonas del fago M13KE que despliegan péptidos de
12 aminoacidos con alta afinidad a marcadores de la superficie de células de la linea
MDA-MB-231 (de cancer de mama) y de la linea HelLa (de cancer cervicouterino)
que llevamos a cabo con el objetivo de funcionalizar en el futuro a las MBAuUNPs
con péptidos que se unan a marcadores de la superficie de células de cancer de

mama y de cancer cervicouterino.



Il. Sintesis y caracterizacién de

nanoparticulas de oro multirramificadas

Introduccion

MBAuUNPs para la ablacion fototérmica de tumores

Los metales nobles como la plata, el oro, o el cobre muestran fuertes resonancias
de plasmones superficiales localizados (LSPR, por sus siglas en inglés), que estan
relacionadas con las oscilaciones de los electrones de conduccion producidas
durante la interaccién del metal con la luz visible o infrarroja cercana. Estas
resonancias estan fuertemente gobernadas por la forma, el tamafio y la composicion
de las particulas, asi como por las propiedades dieléctricas del propio metal y del
medio circundante (Barbosa et al. 2010).

Gracias a las propiedades electronicas de las nanoparticulas de oro (AuNPs)
éstas han sido utilizadas en aplicaciones biomédicas desde sus primeras sintesis
coloidales hace mas de tres siglos (Dreaden et al. 2012). Dentro de las aplicaciones
biomédicas, las AuNPs son las principales candidatas para su uso en la terapia
fototérmica del cancer, en la que la luz se convierte en calor gracias al efecto
plasmonico de las AuNPs (Espinosa et al. 2016).

Al manipular la forma de las AuNPs se puede sintonizar su resonancia optica
a cualquier longitud de onda de interés. Cuando se irradian a las longitudes de onda
adecuadas, las AuNPs pueden servir como fuentes de calor a nanoescala, lo cual
puede inducir fototérmicamente la muerte celular y la remision del tumor (Lal et al.
2008).

Como vimos en la introduccion general, los tejidos casi no absorben
longitudes de onda del infrarrojo cercano (Weissleder 2001; Schieke et al. 2003;
Cho et al. 2009); consecuentemente, el uso de laseres para irradiar las AUNPs con
estas longitudes de onda implica baja absorcién por los tejidos cercanos al sitio de
irradiacion.

En el campo de la nanomedicina del cancer se han explorado NPs de

composicién, tamafo, forma y arquitecturas variables para su uso como agentes
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fototérmicos. Entre ellas, las AuNPs proporcionan una plataforma simple para la
ablacion térmica debido a su biocompatibilidad (Fazal et al. 2014).

Los esfuerzos para mejorar la eficiencia de conversién de luz a calor se han
centrado en el tamafio, la forma o el recubrimiento de la superficie de las AuNPs,
asi como en el plasmén de superficie localizado en la region del infrarrojo cercano
(Dreaden et al. 2012).

Estd demostrado que las AuNPs anisotropicas en general, pero
especificamente las multirramificadas (MBAuUNPs), como las del presente trabajo,
son adecuadas para la ablacién fototérmica de tumores (Barbosa et al. 2010), pues
la presencia de puntas y bordes afilados en ellas determina mayor sensibilidad a los
cambios locales en el entorno dieléctrico (Senthil Kumar et al. 2008). Estas
caracteristicas constituyen la base de los analisis por espectroscopia UV-VIS de los
plasmones de superficie, y gracias a esta propiedad, las NPs son capaces de
absorber y dispersar la luz incidente, convirtiendo la energia de resonancia en calor
que constituye la base de la terapia hipertérmica. Las MBAuUNPs son ademas
candidatos para su uso como agentes de terapia fototérmica debido a su gran
seccidn transversal de absorcion en la ventana del infrarrojo cercano, por lo cual
tras la irradiacion con laser producen suficiente calor para destruir las células

tumorales (Van de Broek et al. 2011).

Sintesis de MBAuUNPs por el método de crecimiento de semillas

Entre los diversos métodos de sintesis de nanoparticulas de oro anisotropicas, el
crecimiento mediado por semillas ha sido ampliamente utilizado debido a su
versatilidad y a que se pueden lograr diversas formas de nanoparticulas como las
estrellas (Jiang et al. 2013). En este método la sintesis se lleva a cabo en dos
etapas: la etapa de nucleacion en la cual se utilizan NPs esféricas de oro como
semillas y la etapa de crecimiento, donde se utilizan ciertos componentes como
agentes de direccionamiento y agentes reductores de oro. Maiorano et al. (2011)
reportaron la sintesis de MBAuUNPs con el método de crecimiento de semillas
utilizando hidroxilamina (NH20H) como agente reductor y HEPES como agente de
direccionamiento de forma. Esta sintesis tiene la ventaja de utilizar pocos

componentes, realizarse en un tiempo relativamente rapido y controlar de manera



reproducible la forma y el tamafio de las MBAuUNPs. Los mismos autores reportaron
la sintesis de MBAuUNPs con maximos de absorbancia de 708-720 nm y tamafio de
40-60 nm dependiendo de la concentracion de HEPES.

En mi trabajo de tesis de maestria (Carredn Alvarez 2016) sintetizamos
MBAUNPs a partir de semillas auricas modificando el método de Maiorano et al.
(2011), en mezclas con variaciones en el contenido de semillas, HEPES e
hidroxilamina. Determinamos los espectros de absorcion de luz ultravioleta-visible
(UV-VIS) al principio y al final de la sintesis, y la forma y tamafio por microscopia
electronica de barrido (SEM). Obtuvimos MBAuUNPs con diametros entre 95 y 160
nm y absorbancia maxima entre 640 y 873 nm. De esta variedad de MBAuUNPs
seleccionamos las mas promisorias para su aplicacion en la ablacién fototérmica de
tumores, determinamos la hipertermia inducida por irradiacion de las MBAuNPs con
un laser a 808 nm (Figuras 3 y 4) en suspensiones acuosas y en geles phantom que

simulan la piel, y utilizamos métodos adicionales para ampliar su caracterizacion.

MBAuUNPs para la ablacion fototérmica de tumores

Diversos estudios han probado la efectividad de las MBAuUNPs para la ablacion
fototérmica de tumores. Células de carcinoma epitelial de ovario humano incubadas
con MBAuUNPs con absorbancia maxima a 628 nm fueron destruidas por irradiacion
con un laser de onda continua de 690 nm a 38 W/cm?(Van de Broek et al. 2011).
Fazal et al. (2014) indujeron la muerte de células de una linea de carcinoma
epidermoide con MBAuUNPs que absorben luz en el rango de 800-1000 nm por
irradiacion con un laser a 808 nm con potencia de 6 W/cm?2. Espinosa et al. (2016)
emplearon MBAUNPs de 25 a 150 nm y absorbancia maxima entre 700 y 950 nm
en ensayos de hipertermia con laseres de 680, 808 y 1064 nm y potencias de 1
W/cm? sobre células de cancer de prostata en cultivo y en ratones con tumores
solidos de cancer de prostata; concluyeron que el tamafio y el recubrimiento de la
MBAuUNPs son los factores mas importantes para asegurar su distribucion en
ensayos in vivo. En un modelo in vivo de glioblastoma, sobrevivieron al cancer los
ratones a los que se aplicaron MBAuUNPs en los tumores y fueron irradiados (Liu et
al. 2019). En el primer ensayo clinico exitoso en humanos publicado recientemente,

en pacientes con cancer de proéstata se logré la ablaciéon del 94% de los tumores



con nanoconchas de oro-silica irradiadas con un laser de 800 nm y potencia de 6.5
W/cm? (Rastinehad et al. 2019).

Justificacion

Las MBAuUNPs se han estudiado ampliamente para utilizarlas en la terapia
fototérmica del cancer porque generan calor por irradiacion del espectro. Sin
embargo, los principales problemas que deben resolverse para maximizar el efecto
fototérmico siguen siendo la mejora de su especificidad (fumor-targeting) y la
optimizacion de su tamano.

La hipertermia generalizada o localizada, empleada para eliminar los
tumores, es ineficaz y tiene efectos adversos porque no sélo afecta a las células
cancerosas sino a las células normales. Los tratamientos para la ablacién térmica
de tumores deben ser mas especificos, eficaces e innocuos. La hipertermia basada
en el efecto plasmonico de nanoparticulas de oro anisotrépicas —de tamano
adecuado, absorcibn maxima de luz cercana al infrarrojo, conjugadas con
biomoléculas que las dirijan a las células cancerosas— esta siendo utilizada para

mejorar la ablacion térmica de tumores.

Resultados Principales

El proposito de este trabajo fue sintetizar y seleccionar MBAuUNPs
anisotrépicas con un tamafo < 100 nm de diametro, absorbancia maxima en el
infrarrojo medio (700-900 nm) y capaces de inducir hipertermia controlada por
irradiacion con un laser de 808 nm de potencia variable, en geles que simulan la
piel y contienen las MBAUNPs seleccionadas.

Sintetizamos las MBAUNPs por el método de crecimiento de semillas auricas
y las caracterizamos mediante espectrofotometria UV-VIS, SEM, microscopia
electronica de transmision (TEM), Espectroscopia de Emision Atdmica con Plasma
de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES) y dispersion dinamica de luz (DLS).
Evaluamos el incremento de temperatura del medio en el que se encontraban las
MBAUuUNPs irradiadas con potencias variables de un laser a 808 nm. Las semillas
esféricas de Au generaron estequiométricamente MBAuUNPs con forma de pifiatas

de 8-20 picos, potencialmente utiles para la ablacién fototérmica de tumores, con



absorbancia maxima en 775 nm y radio hidrodinamico de 125 nm, que inducen
hipertermia de mas de 4 °C en geles fantasma (que simulan la piel) por irradiaciéon

con un laser de 808 nm a 0.75 W/cm?2.

Materiales y métodos

Reactivos

Acido cloroaurico (HAuCls), HEPES sal sédica (99.5%), hidroxilamina (NH20H),
citrato de sodio 99%, seroalbumina bovina (BSA), agar y polvo de polietileno fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. TX-151 proviene de Balmar, L.L.C, Nonidet P40
ultrapuro de Thermo Scientific, acido clorhidrico (HCI) de J.T. Baker y acido nitrico
(HNO3) de CTR Scientific.

Sintesis de semillas auricas
Llevamos a cabo la sintesis de semillas esféricas con el método de Turkevich a
partir de HAuCls 25 mM vy citrato de sodio 0.75 mM pH 7.4 como agente reductor
(Turkevich et al. 1951; Frens 1973; Kimling et al. 2006).

A un vaso de precipitados de 30 mL con una barra magnética anadimos 19.8
mL de citrato de sodio 0.75 mM pH 7.4 y lo mantuvimos a 70 °C con agitacién sobre
una parrilla eléctrica. Inmediatamente después anadimos 0.2 mL de HAuCla.
Mantuvimos la mezcla en estas condiciones por 40 min hasta que cambio de color,
empezando con gris claro y finalizando en rojo con aspecto de vino tinto. Cuando
finalizé la reaccion registramos el espectro UV-VIS con el espectrofotdmetro Agilent,
Cary 60. Para conocer la forma y tamafo de las nanoparticulas, analizamos las
muestras en el microscopio electrénico de barrido (Dual Beam FEI-Helios Nanolab
600) y obtuvimos imagenes con 5 KV, 88 pA, distancia de trabajo de 4 mm y
aumento de 300,000x.

Sintesis controlada de MBAuNPs

Sintetizamos las MBAuUNPs en una mezcla con HAuCls 0.8 mM, 10'° de semillas

auricas por L (60 mg/L of Au), NH20H 100 mM y Hepes 50 mM pH 7.4.
Mantuvimos sumergida la sonda del espectrofotometro (Asoo-A1o00, velocidad

de lectura media) en el vaso de precipitados de 30 mL con una barra magnética,



colocado dentro de un recipiente con hielo para registrar la lectura inicial (blanco) y
cada 2 min mientras ocurria la reaccion. Ahadimos primero 12.5 mL de HEPES 50
mM pH 7.4 y luego 150 uL de semillas, 400 pL de hidroxilamina 100 mM y 2.2 mL
de HAuCl4 0.8 mM (1 gota cada 8 s).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

A un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con 500 uL de etanol afadimos 1 mL de la
mezcla de sintesis de MBAuUNPs. Luego sonicamos la mezcla en un bafio
ultrasonico por 5 min, la mezclamos con el vortex por 20 s y la centrifugamos 10 min
a 13,000 rpm (15,304%g) y 7 °C. Eliminamos el sobrenadante por aspiracion
cuidadosa, afnadimos a la pastilla 1 mL de agua MilliQ y repetimos seis veces este
lavado por centrifugacion. En un porta muestra (pin) de aluminio depositamos 75 uL
de la muestra y la dejamos secar toda la noche antes de observarla en el SEM (Dual
Beam FEI-Helios Nanolab 600) con un aumento de 300,000x% para semillas auricas
y de 150,000% para MBAUNPs, 5 KV, 88 pA y distancia de trabajo de 4 mm.

Microscopia electrénica de transmision (TEM, HRTEM)

Tefiimos muestras de MBAuUNPs puras con acetato de uranilo en placas de Petri
cubiertas con Parafilm. Sobre una rejilla (Lacey Carbon) dejamos sedimentar una
gota con MBAuUNPs 2 h a temperatura ambiente. Después de anadir acetato de
uranilo (10 pg/uL), dejamos secar las muestras por 15 min antes de observarlas al
TEM (Jeol 200 CX 100 keV) y el HRTEM (Jeol ARM200F).

Dispersién dinamica de luz (DLS)

El potencial ¢ y el tamafio de las MBAuUNPs fue determinado por DLS con un
zetametro (Zetatrac, Microtrac) a 22 °C con un angulo de dispersion de 90°. Los
medios utilizados como vehiculos de las suspensiones de MBAuUNPs vy
MBAuUNPs-BSA fueron Nonidet P40 al 0.1% en PBS, BSA disuelta en PBS y suero

humano.

Analisis de la concentracién de semillas auricas y MBAuNPs
Contenido de oro en semillas auricas y MBAuUNPs. Para determinar la

cantidad de oro presente en las semillas auricas y en las MBAuUNPs, una alicuota

de cada muestra fue digerida con HCI y HNO3 en bafio maria durante 1 h. Las
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muestras fueron analizadas por espectroscopia de emision atomica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, Varian, modelo 730-ES).

Concentracion de semillas auricas. La concentracion de Au obtenida por ICP-
OES fue utilizado para determinar el numero de semillas auricas por litro (Allabashi
et al. 2009), dividiendo el numero total de atomos de oro en la muestra por el nUmero

de atomos por NP, con las siguientes formulas:

NAT[pD3
Nat = 6M
N = ANy

En donde:
Na= Promedio de atomos por nanoparticula
Na (nimero de Avogadro) = 6.022x10% atomos/mol
o (densidad de fcc de las semillas) = 1.93x10-2° g/nm3
D (diametro de las nanoparticulas) = 18 nm
M (peso atémico del oro) = 197 g/mol
At (nimero de atomos totales en la muestra) = 1.3889x10%° atomoslL,
obtenido del analisis de ICP-OES

Aproximacion matematica para estimar el area de superficie de cada
MBAuNP

Para determinar el area superficial de las MBAUNP se modelé su forma como una
pifiata con picos, es decir, una estructura formada por un nucleo esférico a cuya
superficie se unen las bases de los conos con puntas romas. La superficie total de
cada MBAuUNP estaria dada por las siguientes contribuciones: (i) el area total del
nucleo esférico, menos (i) el area de los casquetes de esfera que ocupan las N
bases de los conos, mas (iii) el area de N conos truncados, mas (iv) N veces el area
de la media esfera que forma la punta de los conos (Tsoulos et al. 2017). En este

orden aparecen los términos en la siguiente ecuacion para el area total:
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N

N
A(1) = 47a? — Znaz <a ~ Jaz - Rf) +Z{ n(r + Ri)\/(Ri — )2+ h? +2mr?)
i i=1

i=1

Donde,
Radio promedio del nucleo: a = 34 nm
Radio promedio de la punta: r; =4.67 nm
Largo promedio de la punta: h;= 29.16 nm

Radio promedio de la base de la punta: R; = 15.1 nm

Los valores asignados a estas variables proceden de las estadisticas de las
micrografias SEM de las MBAuUNPs.

La Figura 1 ilustra NPs ‘tipo pifiata’ con 8 y 20 puntas, donde N es el numero
de picos por NP. Considerando que las MBAuUNPs tienen diferente numero de
puntas, se utilizdé una primera aproximacion geométrica con valores de N de 8, 12y
20 (Cabrera-Truijillo et al. 2010).

Ensayos de hipertermia
Preparacion de geles phantom. Preparamos geles phantom en cajas de Petri
con agua desionizada, agar, TX-151 (polvo de solidificacién) y polvo de polietileno
(Chahat et al. 2012), con 4.1x10°0 6.2x10° MBAUNPs/mL.

A un matraz Kitasato afiadimos 100 mL de agua Milli-Q, 1.5 g de agar y 2.5
g de TX-151. Calentamos la mezcla en el horno de microondas por periodos de 15
s hasta la disolucidon completa del agar y TX-151. A la mezcla, mantenida bajo
agitacion a 50 °C, anadimos las MBAuNPs y 2 g de polvo de polietileno. Cuando el
polvo de polietileno se disolvié aplicamos vacio con la bomba de vacio para
soluciones acuosas (Welch, Modelo 2522) para eliminar las burbujas de aire.
Vertimos la mezcla en cajas de Petri de 3510 mm y la dejamos solidificar toda la
noche a temperatura ambiente.
Hipertermia en suspensiones acuosas y geles con MBAuUNPs. Llevamos
a cabo los ensayos en tubos con suspensiones acuosas y en geles phantom que

contenian semillas auricas o MBAuNPs (Fig. S 1).
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Irradiamos cada tubo o gel por 10 min con el laser a 808 nm (Lasermate
modelo IML-808) con diferentes potencias o6pticas (0.2, 0.15 y 0.1 W) que
corresponden a intensidades dpticas de 1, 0.75 y 0.45 W/cm? (laser spot=0.2 cm?).
Medimos la temperatura de cada muestra con una camara térmica Infrared
(Flexcam R2 modelo IR) desde el tiempo cero hasta el final de la irradiacion.

En tubos de microcentrifuga de 500 L colocamos suspensiones acuosas de
semillas auricas (6.9x10"" semillas/mL), MBAuUNPs (6.9%x10° MBAuNPs/mL) y agua
pura y determinamos el curso temporal de la temperatura utilizando agua pura como
blanco.

En los geles phantom determinamos el curso temporal de la temperatura de
suspensiones con 4.1x10° 0 6.2x10° MBAuUNPs/mL, utilizando como blanco un gel
sin MBAUNPs.
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Figura 1. Imagenes y modelos de nanoparticulas de oro con 8 y 20 puntas

Imagenes de microscopia electronica de transmision de MBAuUNPs con 8 puntas (A)
y 20 puntas (B). Modelos que simulan la imagen de 8 puntas (C) y la imagen de 20
puntas (D). Reproducido con permiso, American Chemical Society (Cabrera-Trujillo

et al. 2010).
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Resultados

Tamano, forma y concentracion de nanoparticulas

Semillas auricas. Las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido
(SEM) mostraron semillas esféricas, con diametro hidrodinamico (D+) de 18 nm
(Figura 1A y 1B, Tabla 1); la superficie promedio calculada de las semillas fue de
1,020 nm? que tuvieron una absorbancia maxima a 520 nm (Figura 1C).

El potencial ¢ de las semillas fue de -36.8 mV, con un indice de

polidispersidad (PDI) de 0.602 (Tabla 1). La concentracion, determinada por ICP-
OES, de 60 mg/L, equivale a 1x10'® semillas/L.
MBAUNPs. Las imagenes TEM y SEM mostraron nanoparticulas anisotropicas
multirramificadas con 8-20 picos, Du de 125 nm (Figura 1D y 1E; Tabla 1),
absorbancia maxima de 775 nm y nula absorbancia en 520 nm (Figura 1F). El
potencial { de las MBAuUNPs fue de -24.4 mV, con un PDI de 0.455 (Tabla 1). La
concentracion de las MBAuUNPs determinado por ICP-OES fue de 23.5 mg/L, que
equivale a 1x10"3 MBAuUNPs/L.

Las areas superficiales calculadas para las MBAUNPs de 8, 12 y 20 picos
fueron de 24,984 nm?, 30,212 nm? y 40,669 nm?, respectivamente (25 a 41
um?2 Tabla 2).

Hipertermia de semillas auricas y MBAuNPs en suspensiones acuosas

o geles phantom

Los incrementos de temperatura fueron monitoreados en soluciones acuosas que
contenian semillas auricas (60 mg/L) o MBAuUNP (23.5 mg/L) y en geles phantom
que contenian MBAUNP (2 o 3 mg/L). Todas las muestras se irradiaron
continuamente durante 10 minutos con un laser de 808 nm a intensidades 6pticas
de 1.00, 0.75y 0.45 W/cm?.

El aumento de la temperatura en agua y en suspensiones acuosas con
intensidades opticas de 0.75 W/cm? fue: agua, 1.3 °C; semillas auricas, 1.7 °C;
MBAuNPs, 14.3 °C (Figura 2A). El aumento de temperatura en suspensiones
acuosas de MBAuUNPs con diferentes intensidades épticas (restando el aumento de
agua) fue: 0.45 W/cm?, 4.2 °C; 0.75 W/cm?, 13 °C; 1 W/cm?, 10.7 °C (Figura 2B).
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El aumento de temperatura en geles phantom que contenian MBAuUNPs (2
mg/L de Au) con intensidades opticas crecientes fue: 0.45 W/cm?, 0.1 °C; 0.75
W/cm?, 3.7 °C; 1 W/cm?, 3.9 °C (Figura. 3A). En geles phantom con MBAuUNPs (3
mg/L de Au) con intensidades dpticas crecientes, el aumento fue: 0.45 W/cm?, 0.7
°C; 0.75 W/cm?, 4.8 °C; 1 W/cm?, 5.2 °C (Figura 3B) (Carreén Alvarez 2016).
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Tabla 1. Analisis de dispersion dinamica de luz de semillas auricas y
MBAuNPs

En PBS
Muestra
Du(nm) | PDI | potencial { (mV)
Semillas 18 0.602 -36.8
MBAuUNPs 123 | 0.455 -24.4
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Figura 2. Microscopia electrénica y espectros UV-VIS normalizados de las

semillas auricas y las MBAuNPs

(A) y (B) Imagenes de las semillas auricas en microscopia electronica de barrido
(esferas claras indicadas con las flechas rojas) y (C) su espectro UV-VIS. Aspecto
de las MBAuUNPs en microscopia electronica de barrido (D) y de transmision (E) y

(F) su espectro UV-VIS. Los espectros fueron normalizados para Amax = 1.0.
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Figura 3. Curso temporal del cambio de temperatura de las suspensiones
acuosas que contenian 100 veces mas semillas auricas que MBAUNPs y

fueron irradiadas con un laser a 808 nm con diferentes potencias

Se irradiaron suspensiones que contenian 1x10'2 semillas (60 pg) por mL o
1.5%x10" MBAUNPs (23.5 ug) por mL de forma continua con diferentes potencias de
irradiacion utilizando un laser de 808 nm. (A) MBAuUNPs y suspensiones de semillas
con intensidad optica de 0.75 W/cm?. (B) Suspensiones de MBAuUNPs con
intensidades opticas de 0.45, 0.75 o 1 W/cm?. Error de las medidas de temperatura:
1 2% (Carredn Alvarez 2016).
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Figura 4. Curso temporal del cambio de temperatura de geles phantom con

MBAUNPs, irradiados con potencias variables del laser a 808 nm.

(A) Gel con 1.3x10'© MBAuUNPs (2 ug) por mL. (B) Gel con 1.9x10'"°MBAuUNPs (3

Mg) por mL. Error de las medidas de temperatura: £ 2% (Carredn Alvarez 2016).
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Discusion

Las MBAuUNPs descritas en este capitulo son potencialmente utiles para la ablacién
fototérmica de tumores pues inducen hipertermia cuando son excitadas con un laser
que emite luz en el infrarrojo cercano con potencias minimas. Estos experimentos
fueron llevados a cabo tanto en suspensiones acuosas como en geles phantom que
simulan la piel humana.

Las semillas auricas, sintetizadas como precursoras de las MBAuUNPs, son
esféricas y estables como se esperaba (Kimling et al. 2006), tienen absorbancia
maxima a 520 nm y excelente estabilidad y dispersiébn, como muestra el analisis
DLS. Ademas, su concentracion fue determinada con el método de ICP-OES
reportado por Allabashi et al. (2009) para controlar la cantidad de semillas utilizadas
para la sintesis de MBAuUNPs, que se llevo a cabo con ligeras modificaciones del
método de Maiorano et al. (2011). Las MBAuUNPs resultantes tuvieron absorbancia
maxima a 775 nm, lo que indica una mayor eficacia para producir hipertermia por
irradiacion NIR, y la pérdida del pico de absorbancia de 520 nm sugiere que cada
semilla da lugar a una MBAuUNP. El mayor desplazamiento del pico de absorcion
hacia el infrarrojo puede deberse a la concentracidon relativamente mas alta de
HEPES (50 mM) utilizada para la sintesis, que conduce a una mayor longitud de los
picos de las MBAuUNPs.

La mayor eficiencia fototérmica se alcanzé con suspensiones que contenian
3 mg/L de MBAuUNPs en geles phantom irradiados con el laser de 808 nm a
intensidad optica de 0.75 W/cm?, cuya temperatura aumento 4.8 °C, superior al
aumento reportado por otros autores (Gannon et al. 2008; Munireddy et al. 2012; Li
et al. 2013; Mocan et al. 2017). Podemos concluir ademas que el nivel de
hipertermia depende principalmente de tres factores: 1) del medio en el que se
encuentran suspendidas las MBAuUNPs; 2) de la concentracion de las MBAUNPs y
3) de la potencia de irradiacién utilizada.

Aunque nuestros ensayos de hipertermia con geles phantom que contienen
MBAuUNPs han sido exitosos, es necesario explorar en el futuro su eficacia en

cultivos celulares y/o modelos animales.
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En experimentos preliminares observamos la union de las MBAuUNPs en
células endoteliales de aorta de rata y de cancer cervicouterino (Material
suplementario) que podriamos extender para probar la utilidad de las MBAUNPs en

ensayos de hipertermia in vitro.
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Material suplementario

Ensayos de Hipertermia

Geles Phantom

6—1—1
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Figura S 1. Hipertermia de semillas auricas y MBAuNPs en suspensiones

acuosas o geles phantom

Llevamos a cabo los ensayos en tubos con suspensiones acuosas y en geles
phantom que contenian semillas auricas o MBAuUNPs.

Irradiamos cada tubo o gel por 10 min con el laser a 808 nm (Lasermate
modelo IML-808) con diferentes intensidades opticas (0.45, 0.75 y 1 W/cm?).
Medimos la temperatura de cada muestra con una camara térmica Infrared

(Flexcam R2 modelo IR) desde el tiempo cero hasta el final de la irradiacion.

Interaccion de MBAuNPs y MBAuNPs-BSA por células endoteliales y

células HelLa

Células endoteliales de aorta de rata

Para probar si las MBAuNPs y MBAUNPs-BSA se unen a la superficie de las células

endoteliales de aorta en cultivo primario y son internalizadas, las incubamos 24 h

después de haber anadido las nanoparticulas, fijamos los cultivos con

glutaraldehido y los observamos con el microscopio de contraste de fases.
Preparamos cultivos primarios de células endoteliales de la aorta de ratas

Wistar macho en el Laboratorio de Inmunidad de Mucosas del Dr. Aldo Reséndiz

Albor (Escuela Superior de Medicina, Instituto Politécnico Nacional, Ciudad de
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México). A cada caja de Petri de 35 mm afiadimos 10° células y 1.5 mL de medio
de cultivo (DMEM) suplementado con suero fetal de bovino al 10%. Al cabo de 24 h
descartamos el medio usado y anadimos DMEM fresco con o sin suero, e
inmediatamente después afiadimos a cada caja 150 yL de una suspension con
6.9x10° MBAUNPs o MBAuUNPs-BSA (20,000 nanoparticulas por célula). Luego
incubamos las cajas por 30 min, 3 h, 12 h'y 24 h, aspiramos el medio usado, lavamos
las cajas dos veces con 500 uL de DMEM fresco y fijamos cada caja por 1 h con
250 pL de glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato 0.1 M pH 7.4. Luego
lavamos cada caja dos veces con 300 uL de amortiguador de cacodilato, la
almacenamos en el refrigerador con 300 pL del mismo amortiguador y la
observamos con el microscopio de contraste de fases.

Observamos MBAUNPs (particulas oscuras) asociadas al citoplasma a partir
de las 3 h, que aumentaron en numero a medida que transcurrio el tiempo después
de haber afiadido las nanoparticulas (Fig. S 2). No pudimos cuantificar diferencias
entre las MBAuUNPs puras y funcionalizadas, ni determinar por TEM si las
nanoparticulas estaban localizadas en la superficie o en el interior de las células
debido a que en este experimento preliminar el numero de células ancladas a la

superficie de las cajas de cultivo fue muy bajo.
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Figura S 2. Curso temporal de la uniéon de MBAuNPs-BSA a células

endoteliales de aorta de rata Wistar en cultivo

Las imagenes muestran células unicas en cultivo a diferentes tiempos después de
la adicion de MBAuUNPs-BSA. (A) 0 min. (B) 3h. (C) 12 h. (E) 24 h.

Células HelLa

Analizamos la interaccién de MBAuUNPs por células de la linea HelLa en cultivos con
un numero mayor de células y los observamos mediante microscopia electronica de
barrido.

Células HelLa de cancer cervicouterino, adquiridas de la American Type Culture
Collection (ATCC), fueron inoculadas a cajas de Petri de 3 cm sobre cubreobjetos
siliconizados, e incubadas a 37 °C en medio L15 suplementado con suero fetal
bovino al 10%. Cuando los cultivos llegaron a confluencia descartamos el medio
usado, afiadimos medio fresco con suero, e inmediatamente después afiadimos a

cada caja 150 uL de una suspension con ~4x103 MBAuNPs o MBAuUNPs-BSA por
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célula. Después de la adicion incubamos las cajas por 24 h, aspiramos el medio
usado, lavamos las cajas dos veces con 300 pyL de PBS vy las fijamos 1 h con 250
ML de glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato 0.1 M pH 7.4. Luego
lavamos cada caja dos veces con 300 uL de amortiguador de cacodilato y la
almacenamos con 300 pL del mismo amortiguador y la observamos con el
microscopio electronico de barrido ambiental (FEI - ESEM-QUANTA 200). Incluimos
controles negativos de células sin MBAuNPs para comparar su morfologia a lo largo
del tiempo de exposicion. Cuando los cultivos llegaron a confluencia los expusimos
24 h a nanoparticulas puras y funcionalizadas con BSA.

La Figura S3 muestra los cultivos de células HeLa sin nanoparticulas, utilizados
como grupo control. La Figura S4 muestra los cultivos después de 24 h de
exposicion a MBAuUNPs, sin alteracion morfolégica, pero con MBAuNPs acumuladas
en el citoplasma (particulas brillantes). La Figura S5 muestra los cultivos expuestos
a MBAuUNPs-BSA por 24 h, con mayor acumulacion de las MBAuNPs-BSA en la

region perinuclear (particulas brillantes).
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Figura S 3. Células HeLa sin MBAuUNPs

Ambas imagenes muestran células HelLa en cultivo sin MBAuUNPs, este grupo fue

utilizado como control.

Figura S 4. Células HeLa expuestas a MBAuNPs por 24 h

Ambas imagenes muestran células Hela en cultivo con MBAuUNPs, no observamos
diferencias en la morfologia de las células comparado con el grupo control, las

particulas o camulos brillantes fueron identificadas como MBAuUNPs
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Figura S 5. Células HeLa expuestas a MBAuNPs-BSA por 24 h

Ambas imagenes muestran células Hela en cultivo con MBAuNPs-BSA, no
observamos diferencias en la morfologia de las células comparado con el grupo
control, sin embargo, observamos una mayor cantidad de MBAuUNPs-BSA
(particulas o cumulos brillantes).
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lll. Formacion y estructura de la corona
proteinica de MBAuUNPs expuestas a

seroalbumina bovina y suero humano

Introduccion

Corona proteinica de las nanoparticulas

La eficacia de la administracién de farmacos y otras terapias de la nhanomedicina
depende en gran medida de la capacidad de las NPs para llegar al tejido diana
(Garcia-Alvarez et al. 2018). En una secuencia perfecta de eventos, las NPs se
inyectan en el torrente sanguineo donde el ligando inmovilizado sobre la superficie
de las NPs reconoce al receptor especifico en el tejido diana y el farmaco se libera
de forma controlada.

Sin embargo, una vez que las NPs son inyectadas en un entorno fisiolégico,
su superficie se modifica por la interaccion con los componentes sanguineos,
principalmente proteinas. Es bien sabido que en las NPs se forma espontaneamente
una estructura dinamica de capas de proteina denominada ‘corona proteinica’ (CP)
(Corbo et al. 2016; Garcia-Alvarez et al. 2018). Este proceso dinamico es regido por
las afinidades y constantes de equilibrio de cada tipo de proteina a la superficie de
cada tipo de NP y a las variaciones en la composicién de las proteinas de los fluidos
bioldgicos (Carrillo-Carrion et al. 2017).

La CP consta de dos capas pobremente delimitadas, conocidas como corona
dura y corona suave (HC y SC, respectivamente, por sus siglas en inglés), que son
afectadas por la complejidad del entorno y el equilibrio entre la superficie de las NPs
y las proteinas. La HC esta formada por proteinas asociadas fuertemente a las NP,
mientras que la SC es una capa externa de proteinas unidas débilmente (Pederzoli
et al. 2017).

Los estudios sobre el curso temporal de la composicion de la CP han
demostrado que el proceso de formacion de complejos NP-CP esta sujeto a

cambios continuos y que la adsorcion de proteinas a la superficie se rige
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principalmente por interacciones de afinidad de las proteinas a la superficie de las
NPs y por interacciones proteina-proteina (Monopoli et al. 2011). Por eso, aunque
el plasma sanguineo esta constituido por miles de proteinas y algunas son mas
abundantes, su concentracién en el plasma no corresponde a su abundancia en la
CP (Corbo et al. 2016).

A su vez, el complejo NP-CP determina diversas respuestas bioldgicas tales
como la fibrilacién, la captacion celular, el tiempo de circulacion, la biodisponibilidad
e incluso la toxicidad. La adsorcion proteinica no controlada sobre las NPs
generalmente tiene efectos negativos tales como la eliminacion rapida del torrente
sanguineo, la obstaculizacién de la capacidad de direccionamiento y la induccion

de toxicidad (Nguyen y Lee 2017).

Seroalbumina, proteina modelo para caracterizar la CP
Conocer la relacion de las NPs con la corona proteinica es un aspecto crucial para
el desarrollo de nuevos tratamientos en nanomedicina, pues la corona define la
identidad biologica de las NPs e influye en caracteristicas relevantes como
citotoxicidad, interacciones con componentes celulares y extracelulares, distribucion
corporal y endocitosis por células especificas (Ritz et al. 2015; Miclaus et al. 2016).
En esta etapa del trabajo nuestro principal objetivo fue caracterizar la CP de
las MBAuUNPs tomando como proteina modelo a la albumina sérica bovina (BSA) y
a la albumina sérica humana (HSA) presente en el suero humano (SH), que son las
mas abundantes en la sangre y han sido identificadas con mayor abundancia en la
corona de proteinas de las NPs (Ramezani y Rafii-Tabar 2015), por lo que juegan
un papel relevante en la modulacion de las propiedades fisicoquimicas y la
biodisponibilidad de las NPs (Nguyen et al. 2018). Ademas, la seroalbumina une y
transporta numerosos compuestos enddgenos y exdégenos. Su baja actividad
biolégica, vida media prolongada y capacidad para unir moléculas grasas (y por lo
tanto poco solubles en agua) ha determinado su relevancia para la administracion
dirigida de farmacos (Siligardi y Hussain 2012). Otra caracteristica de la albumina
de interés para nuestro proyecto es que varias proteinas y receptores putativos de
diversos tejidos y lineas celulares, incluyendo la superficie de células tumorales,

unen seroalbumina. Ademas, como en los tumores solidos el drenaje linfatico es
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insuficiente, hay acumulacion de macromoléculas como la albumina en el intersticio
tumoral. Los tumores son ademas un sitio de catabolismo de albumina, que utilizan

como fuente de aminoacidos y energia (Merlot et al. 2014).

Caracterizaciones previas de la CP formada por albumina en AuNPs
Diversos estudios han investigado la interaccion de las AuNPs con la albumina, pero
no hemos encontrado reportes sobre el analisis de la CP en MBAuUNPs. En el caso
de las AuNPs esféricas, Cui et al. (2014) encontraron que éstas adquieren una CP
de BSA de 6-8 nm de espesor, que corresponde a una monocapa o bicapa de la
proteina.

También se han reportado cambios en el espectro UV-VIS de las AuNPs
después de funcionalizarlas con BSA. Estos cambios, como observamos en nuestro
trabajo previo (Carredon Alvarez 2016), dependen tanto del vehiculo como de la
concentracion de BSA empleada para la funcionalizacion. En este contexto,
Ferrante et al. (2015) funcionalizaron AuNPs con tamano promedio de 7 nm y
absorbancia maxima en 520 nm y observaron que el plasmoén de resonancia se
desplazdé muy poco hacia el infrarrojo (hasta 3 nm, con la mayor concentracion de
BSA) después de funcionalizarlas con BSA disuelta en agua; sin embargo, cuando
la funcionalizacion se llevé a cabo con BSA disuelta en PBS los cambios en el
espectro fueron mucho mas marcados, incrementando el desplazamiento a medida
que la concentracion de BSA aumentaba. Ademas, observaron que esta
funcionalizacion mantiene la estabilidad coloidal de las AuNPs y mediante DC
determinaron que la estructura secundaria de la BSA no cambia significativamente
al unirse a las AuNPs.

Khant et al. (2015) sintetizaron AuNPs con diametros variables (3-40 nm)
para analizar la CP que adquieren al funcionalizarlas con BSA o HSA. El incremento
en el Du después de funcionalizar las AuNPs dependié del tamafio de la AuNPs
siendo de hasta ~20 nm con las AuNPs mas grandes (40 nm); estos 20 nm
corresponden a la CP que adquiere la AuNPs después de su funcionalizacion,
independientemente de que se utilice BSA o HSA. Ademas, calcularon unas 200

moléculas de proteina unidas a cada AuNP con Dn de 40 nm. Se han reportado
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también cambios en el potencial  de las AuUNPs después de la funcionalizacién con
BSA, que contribuyen a su estabilidad coloidal (Brewer et al. 2005).

Se ha demostrado que la corona de albumina preformada en las NPs
disminuye la asociacion inespecifica y reduce la tasa de depuracién del organismo.
Los conjugados personalizados de albumina-NP también han permitido la
degradacion controlada de NPs y la liberacion de farmacos (Brewer et al. 2005). La
preformaciéon de la corona de BSA es un enfoque prometedor para mejorar la
bioestabilidad de los farmacos y desarrollar formulaciones de NPs de accion

prolongada (Peng et al. 2015).

Justificacion

Los datos mencionados antes dan cuenta de que la CP es compleja y unica para
cada nanomaterial y que cambia propiedades fisicoquimicas de las NPs como el
tamano, la carga superficial y el estado de agregacion (Nguyen y Lee 2017). Estos
cambios puede interferir con las funcionalidades previstas en los microambientes
bioldgicos (Foroozandeh y Aziz 2015; Corbo et al. 2017).

Las MBAUNPs ideales para la ablacion de tumores deben ser funcionalizadas
con una corona de proteinas séricas de estructura conocida y controlada.

Para evaluar la idoneidad y toxicidad de las NPs presentadas en el capitulo
anterior, potencialmente utiles para la terapia in vivo, es esencial caracterizar la CP
y su relacion con las propiedades fisicoquimicas que determinan las implicaciones
bioldgicas de las MBAUNPs (Lee et al. 2014; Treuel et al. 2015).

Resultados Principales

En este capitulo describimos las caracteristicas de la corona proteinica que
adquieren MBAUNPs expuestas a BSA, a SH ya BSA seguida de SH. Las MBAuUNPs
expuestas a BSA adquieren una corona proteinica con una porcion interna 'dura’
compuesta por una o dos capas de BSA con 1,000 a 4,000 moléculas unidas
covalentemente a la superficie, y una porcién externa 'blanda’ formada por
aglomerados de moléculas de BSA unidas por enlaces no covalentes. La
funcionalizacion con BSA disminuye la tendencia de las MBAuUNPs a aglomerarse y
aumenta la dispersion de su tamano. Las MBAuNPs y MBAuUNPs-BSA expuestas a

SH adquieren HSA y otras proteinas presentes en el SH con tamanos entre 25 y
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180 kDa, que aumentan el diametro hidrodinamico y disminuyen la estabilidad de
las MBAuUNPs y las MBAuNPs-BSA. Concluimos que las MBAUNPs expuestas a
HSA y SH adquieren instantaneamente la corona de proteina dura y blanda que
puede afectar la funcionalizacion previa de las MBAuNPs que haya sido realizada

para dirigirlas a objetivos celulares o tisulares especificos.

Materiales y métodos

Funcionalizacion de las MBAuNPs con BSA

Para la funcionalizacion, 7.6x10" MBAuUNP/mL se lavaron cinco veces mediante
centrifugacion con Nonidet P40 al 0.1%. Para el ultimo lavado se utilizé solucion
salina amortiguada con fosfatos (PBS: NaCl 137 mM, KCI 27 mM, Na2zHPO4 10 mM,
KH2PO4 18 mM pH 7.4), y se registro el espectro UV-VIS antes y después de la
funcionalizacion. Después del sexto lavado, el sobrenadante se eliminé por
aspiracion, el sedimento se sonicé en un bafo ultrasénico (Branson, Modelo 2800)
durante 4 min y se agité en voértex durante 15 s; se afiadido 1 ml de BSA (10 pg/uL)
y la mezcla se agitoé en vortex inmediatamente después, para evitar la aglomeracion
de las MBAuUNPs. La suspension de MBAUNPs-BSA se mantuvo a 4 °C durante 24
h y luego se lavo cuatro veces mediante centrifugacion con PBS para eliminar la

BSA en solucion.

Cuantificaciéon de BSA
Por espectrometria UV-VIS
Como hay una correlacion lineal entre la concentracion de proteina en solucion y la
intensidad de la absorcién a 280 nm, utilizamos el espectro UV-VIS y el coeficiente
de extinciéon molar de la BSA para determinar el numero de moléculas de proteina
por nanoparticula. Los coeficientes de extincion molar de la BSA en solucion y las
suspensiones de MBAuUNP-BSA se calcularon comparando las pendientes de las
curvas estandar de BSA en solucion y de las suspensiones de MBAuNP-BSA
incluidas en una celda de cuarzo con trayectoria 6ptica de 0.2 cm.

Para determinar el numero promedio de moléculas de BSA por MBAuUNP se

realizaron siete lavados consecutivos por centrifugacion con PBS después de 24 h
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de exposicidn a BSA; después se dividié el numero de moléculas de BSA (estimado
a partir de la Az2so y el coeficiente de extincion molar) entre el numero de MBAuUNPs.
Estimacion del numero de moléculas de BSA por MBAuUNP
La aproximacion matematica para calcular el numero de moléculas de BSA por
MBAUNP se realizé dividiendo el area de superficie total promedio disponible en
cada MBAUNP (calculada como ya se explicd) entre el area que ocuparian las
moléculas de BSA nativas que tienen una estructura tridimensional con un area de
28 nm? (Figura 11) (He y Carter 1992; Yu et al. 2016).

Si en la corona hubiese una segunda capa de BSA adherida a la superficie

de cada MBAUNP, el area total seria:

A(Z) = A(l) + Z{T[(ri + Rl)\/(Rl - Ti)z + hlz + 27'[7"1-2}

Para una corona proteinica uniforme de 4 nm de espesor, utilizariamos los
siguientes valores:

Radio promedio de la punta: r; = 8.67 nm

Largo promedio de la punta: h;= 33.16 nm

Radio promedio de la base de la punta: R; =18.1 nm

Microscopia electronica de transmisién (TEM, HRTEM)

Realizamos la sintesis y funcionalizacién de las MBAuNPs-BSA con las técnicas
descritas y las tefiimos con acetato de uranilo en cajas de Petri cubiertas con papel
Parafilm. Sobre una rejilla (Lacey Carbon) dejamos sedimentar una gota de muestra
concentrada por 2 h a temperatura ambiente. Después de afadir acetato de uranilo
(10 pg/uL), dejamos secar las muestras por 15 min antes de observarlas con el TEM
(Jeol 200 CX 100 keV) y el HRTEM (Jeol ARM200F).

Espectrometria de electrones fotoemitidos por rayos X (XPS)

Sobre placas de silicio (1%1 cm) depositamos una gota de suspension de MBAuNPs
o0 MBAuUNPs-BSA. Dejamos secar las muestras a temperatura ambiente por 24 h,
las analizamos al ultra-alto vacio en un espectrémetro de electrones fotoemitidos
por rayos X PHI-5000 (Physical Electronics, Modelo VersaProbe Il) y procesamos
los resultados con el software XPS Multipak.
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Figura 5. Diagrama de la estructura tridimensional de BSA nativa

La imagen muestra la estructura tridimensional de BSA como un prisma triangular
equilatero. La cisteina 34 puede participar en la unién de BSA al oro. Adaptado con

autorizacion (2016), Copyright 2016, The Royal Society of Chemistry.
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Suero humano

La sangre fue obtenida con el consentimiento informado de cuatro donadores sanos
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y se dejo coagular espontaneamente. La
sangre coagulada se centrifugo durante 10 min a 13,000 rpm y el suero se transfirid
a tubos de plastico de 15 mL. El suero de los cuatro donadores fue mezclado y se

almacend a -80 °C hasta su uso.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

El potencial { y el tamano de las MBAuNPs y MBAuUNPs-BSA fue determinado por
DLS con un zetametro (Zetatrac, Microtrac) a 22 °C con un angulo de dispersion de
90°. Los medios utilizados como vehiculos de las suspensiones de MBAuUNPs vy
MBAuUNPs-BSA fueron Nonidet P40 al 0.1%, PBSy BSA disuelta en PBS.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

La interacciéon de las MBAuNPs y MBAUNPs-BSA expuestas al suero humano se
evalué mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE). Después de 24 h de exposicion al suero humano (37 °C) las
muestras se lavaron tres veces por centrifugacion (13,000 rpm, 10 min); 10 uL de
cada muestra se mezcldé con 10 yL de solucidon amortiguadora de Laemmli. Las
muestras fueron aplicadas a geles de poliacrilamida al 12%, se corrieron durante 2
h a 120 V, se tifieron con azul de Coomassie por 30 min y se destifieron toda la

noche en una mezcla de metanol-agua-acido aceético glacial.

Dicroismo circular (DC) de la BSA

Realizamos las mediciones de DC en un espectropolarimetro MOS-500 (BioLogic
Science Instruments) a 4 °C con una celda de cuarzo de 0.2 cm y un rango de
lectura de 205-330 nm. Las concentraciones de BSA fueron de 0.25, 0.5y 1mg/mL
en PBS, con una concentracion fija de 6.9x10° MBAuUNPs/mL. Calculamos el
porcentaje de hélices alfa de la BSA con las siguientes formulas (Yu et al. 2013;

Selva Sharma y llanchelian 2015):

_ DC Observado (mdeg)
B 10Cpnl
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N —MRE,,,, — 4000
Hélicesalfa(%) = 33000 — 2000 x 100

En donde:
MRE = Elipticidad residual media
DC Observado (mdeg) = Elipticidad obtenida directamente del DC
Cp = Concentracién molar de la proteina
n = Numero de aminoacidos de la proteina

| = Longitud de la celda en cm

4000 y 33000 denotan el valor total de elipticidad de las hojas beta y las hélices alfa
de la proteina.

*Esta férmula se utiliza para el valor de MRE en 208 o0 222 nm.

Resultados

Area superficial y corona de BSA en MBAuNPs

Las imagenes TEM y HRTEM de MBAuUNPs funcionalizadas mostraron una capa de
10-15 nm de espesor que cubria su superficie y estaba ausente en las MBAuNPs
sin proteina (Figura 4). Los valores de D1 aumentaron de 125 nm para las MBAuNPs
a 146 nm para las MBAuNPs-BSA. El potencial ¢ de las MBAuUNPs fue de -72.7 mV,
con un PDI de 0.929 (Tabla 2).

Los espectros UV-VIS de las suspensiones de BSA pura y suspensiones de
MBAuUNPs funcionalizadas con BSA se determinaron usando PBS como vehiculo.
Los picos de absorbancia observados fueron los siguientes: BSA pura, un solo pico
a 280 nm; MBAuUNPs puras, un solo pico a 775 nm; MBAuNPs-BSA, dos picos, uno
mayor a 280 nm y otro menor a 825 nm (Figura 5).

El coeficiente de extincion molar de la BSA en solucién fue de 43,377
M-'cm-', y el de la BSA unida a las MBAuUNPs fue de 41,866 M-'cm-! (Figura 6).

El numero promedio de moléculas de BSA en una suspensién que contenia
7.6x10"" MBAUNPs/mL se calculd con espectroscopia UV-VIS. La concentracion de
BSA en MBAuUNPs-BSA lavadas por centrifugacion y resuspendidas en PBS fue de
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4.5x10"® moléculas por mL, que equivalen a 59,210 moléculas de BSA por cada
MBAUNP. Las suspensiones de MBAuUNPs-BSA lavadas seis veces con PBS
contenian 1.14x10"® moléculas de BSA por mL, que corresponden a 1,500
moléculas de BSA por MBAUNP (2.5% del total de moléculas de BSA afadidas
inicialmente).

Mediante calculos matematicos del area de superficie de las MBAUNPs y
teniendo en cuenta el area de cada molécula de BSA, calculamos 3.5x10"
moléculas por cm2. Asumiendo que la corona de proteina dura esta formada por una
monocapa de moléculas de BSA, el numero de moléculas de proteina por cada
MBAUNP seria de ~900, ~1,000 y ~1.500 dependiendo del numero de puntas de la
MBAUNP (8, 12 y 20 puntas). Suponiendo una bicapa de proteinas, el numero de
moléculas de BSA por MBAuUNP seria de ~1,900, ~2,500 y ~3,880, respectivamente
(Tabla 3).
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Tabla 2. Analisis de dispersion dinamica de luz de semillas auricas, MBAuNPs

y MBAuNPs-BSA

En PBS En suero humano
Muestra DH PDI potencial { Du Potencial ¢
(nm) (mV) (nm) (mV)
Semillas 18 0.602 -36.8 ND ND
MBAuUNPs 123 | 0.455 -24.4 148 -18
MBAuUNPs- 138 | 0.929 -72.7 185 -31
BSA

*ND. No determinado
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Figura 6. Imagenes HRTEM de MBAuNPs y MBAuNPs-BSA teiiidas con acetato

de uranilo y observadas en campo oscuro y campo claro

MBAUNP en campo claro (A) y campo oscuro (B). MBAuUNP-BSA en campo claro
(C) y campo oscuro (D). (E) Imagen C amplificada 5x%. (F) Imagen D amplificada 5x.
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Figura 7. Espectros UV-VIS normalizados de BSA, MBAuNPs y MBAuNPs-BSA

Los espectros fueron normalizados para Amax = 1.0. (A) Solucion de BSA (10 pg/uL).
(B) Suspension de MBAUNPs-BSA (10 ug/pL). (C) Comparaciéon de los espectros
de suspensiones de MBAuNPs y MBAuNPs-BSA.
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Figura 8. Curvas de calibracion de BSA en solucién y en MBAuNPs-BSA

Las concentraciones de BSA en solucion y suspensiones de MBAuNPs-BSA
variaron de 0.13 a 10 mg/mL (2 a 1500 uyM). Se utilizaron concentraciones
equivalentes de BSA para BSA en solucion y en MBAuUNPs-BSA (7.6x10'). Linea
negra: BSA en solucion. Linea roja: BSA en MBAuNPs-BSA.
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Tabla 3. Calculo del area de superficie de MBAUNP que contienen 8, 12 y 20
picos, y numero de moléculas de BSA unidas a cada nanoparticula en la

corona dura y blanda

Corona dura Corona blanda

Picos | Superficie de | Moléculas | Superficie de | Moléculas
MBAuUNPs (nm?) | de BSA | MBAuUNP (nm?) | de BSA

8 24,983 900 52,193 1,900
12 30,212 1,000 71,000 2,500
20 40,668 1,500 108,652 3,880
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Espectros XPS

El espectro XPS de oro de alta resolucion de MBAuUNP puras tuvo tres picos
(incluidos sus dobletes) a 82.37 eV, 82.87 eV y 85.06 eV, correspondientes a Au®,
Au'y Au*, respectivamente. En contraste, el espectro de oro de alta resolucién de
MBAuUNPs-BSA tuvo dos picos: el primero a 81.31 eV identificado como Au® y el
segundo a 82.11 eV identificado como un enlace C-S-Au () (Figuras 7A'y 7B, Tabla
4). El espectro de azufre de alta resolucién tenia el pico principal a 166.21 eV,
correspondiente a la posicidon S 2p3/2 identificado como un enlace S-Au (Tabla 4,
Figura 7C).

Dicroismo circular de la BSA y BSA unida a MBAuNPs

Mediante DC evaluamos la estructura secundaria de BSA en soluciones con
diferentes concentraciones de BSA pura (1, 0.5 y 0.25 mg/mL) o unida a las
MBAUNPs.

En los espectros de cada concentracion de BSA pura y unida a MBAuUNPs se
observaron picos a 208 y 222 nm, caracteristicos de estructuras proteinicas de a-
hélice (Yu et al. 2013; Selva Sharma y llanchelian 2015) con intensidad menor en la
BSA unida a MBAuUNPs,que correlacioné con la disminucién de la proporcion de a-
hélices (Figura 8).No sabemos si estos cambios afectan los dominios de unién al

receptor de BSA que se encuentra en la superficie de las células endoteliales.

Union de BSA y proteinas del suero humano a MBAuNPs y MBAuNPs-
BSA

Después de exponer MBAUNPs o0 MBAuUNPs-BSA a suero humano durante 24 hy
lavarlas varias veces por centrifugacion con PBS, el potencial (fue -18 para las
MBAuUNPs y -31 para las MBAuNPs-BSA; el PDI fue 0.205 para MBAuUNP y 0.167
para MBAuUNPs-BSA; y el Du fue de 148 nm para las MBAuUNPs y 185 nm para
MBAuUNPs-BSA.

Ademas, las MBAuUNPs y MBAuUNPs-BSA que habian sido expuestas 24 h al
suero humano sometidas a desnaturalizacion con SDS liberaron bandas de
proteinas con pesos moleculares aparentes de 180, 156, 120, 84, 75 y 25 kDa
(Figura 9).
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Figura 9. Espectros XPS de MBAuNPs y MBAuNPs-BSA

Espectros de alta resoluciéon de Au en MBAuNPs (A) y MBAuNPs-BSA (B).
Espectros de alta resolucién del azufre en MBAuNPs-BSA (C).
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Tabla 4. Enlaces quimicos de Au y S identificados por XPS en MBAuUNPs y
MBAuNPs-BSA

Muestra Pico Posicion (eV) ID
MBAUNPs (Au) Au® 82.37 Au
Au® 86 Au doblete
Au™ 82.87 N-Au (1)
Au' 86.53 Au doblete
Au® 85.06 Au (111)
MBAuUNPs-BSA (Au) Au° 81.31 Au
Au® 84.96 Au doblete
Au' 82.11 C-S-Au (l)
Au' 85.55 Au Doblete
MBAuUNPs-BSA (S) S 2par2 166.21 S-Au
S 2p12 164.12 Doblete
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Figura 10. Espectros de dicroismo circular de BSA en soluciéony de MBAuNPs-

BSA con diferentes concentraciones de BSA

(A) 1 mg/mL BSA. (B) 0.5 mg/mL BSA. (C) 0.25 mg/mL BSA. (D) Proporcion de alfa

hélices.
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Figura 11. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida de MBAuNPs y
MBAuUNPs-BSA expuestas a suero humano por 24 h

Carril 1, Marcadores moleculares de proteinas. Carril 2, BSA en solucién (10 ug/uL).
Carril 3, Pastilla del tercer lavado de MBAuNPs-BSA. Carril 4, Suero humano. Carril
5, Pastilla de MBAuUNPs expuestas 24 h a suero humano. Carril 6, Pastilla de

MBAuUNPs-BSA expuestas 24 h a suero humano.
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Discusion

El recubrimiento de la superficie de las MBAuUNPs con BSA, proteina sérica que
evita la aglomeracion de las MBAuUNPs, puede dirigirlas a tumores sélidos y propicia
la acumulacion de MBAuUNPs en ellos (Brewer et al. 2005). En este trabajo
reportamos por primera vez la caracterizacion exhaustiva de la CP que adquieren
las MBAUNPs por exposicion a BSA pura y a la HSA presente en el SH.

Se espera que la funcionalizacién con ligandos especificos que dirijan las
MBAUNPs a los tejidos enfermos mejore la eficacia terapéutica cuando las NPs se
administran sistémicamente mediante inyeccion intravenosa. Sin embargo, dicha
funcionalizacion puede verse afectada e incluso anulada por la CP que se forma
instantaneamente en la superficie, esto también se ha observado en las MBAuNPs
funcionalizadas previamente con BSA para evitar su aglomeraciéon. Las imagenes
HRTEM muestran que las MBAuUNPs-BSA lavadas extensivamente tienen una
corona de 10-15 nm de espesor, ausente en las MBAuUNPs puras, y que las
moléculas de BSA parecen formar un tapiz de una o dos capas moleculares. El
grosor de la capa de proteinas es consistente con las dimensiones (8x8x3.5 nm) de
las moléculas de BSA nativa (He y Carter 1992).

El desplazamiento de 50 nm del pico de absorbancia observado por nosotros,
de 775 nm en MBAUNPs a 825 nm en MBAUNPs-BSA, es sensiblemente mayor que
el desplazamiento de 7 nm descrito por Nghiem et al. (2010). Esta diferencia puede
deberse al numero inicial de moléculas de BSA unidas por nanoparticula, ya que
nosotros encontramos que la magnitud del desplazamiento del espectro UV-VIS
depende de la concentracion inicial de BSA utilizada para la funcionalizacion.

Nuestra estimacion matematica del area superficial de cada MBAuUNPs y del
numero de moléculas de BSA unidas a la superficie coincide con el numero de
moléculas de BSA determinadas por espectrofotometria UV. Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos en las imagenes HRTEM, el aumento del diametro
hidrodinamico, la estimacion matematica del area de la superficie y los resultados
de la cuantificacién experimental, concluimos que la CP de las MBAuNPs-BSA tiene
dos partes: la interna, de una o dos capas de moléculas de BSA unidas

covalentemente a la superficie de cada MBAUNP vy la externa laxa, formada por
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moléculas de BSA aglomeradas y unidas por enlaces no covalentes, que se liberan
con lavado extensivo. Este modelo es consistente con el de Kokkinopoulou et al.
(2017), quienes propusieron que la CP consta no solo de las capas de proteinas
que cubren cada NP, sino también de una red tridimensional de proteinas unidas a
su superficie.

Brewer et al. (2005) estimaron que el niumero de moléculas de BSA unidas a
AuNPs esféricas oscila entre 2.0x10'% y 3.3x10'? por cm?, dependiendo de la
orientacién en la que se une la BSA a la NP. En este contexto, y asumiendo que el
area de cada molécula de BSA es de 28 nm?, obtuvimos un intervalo similar de
moléculas de BSA por cm?: 3.5x10'2, Esta cuantificacion puede aplicar tanto para
las semillas auricas como para las MBAuUNPSs.

Para calcular el area superficial total disponible para la union de las moléculas
de BSA que formarian la CP dura de cada MBAuUNPs utilizamos la Ecuacion 3.
Utilizamos la Ecuacion 4, ligeramente modificada de la Ecuacion 3, para calcular el
area disponible para formar la CP blanda. En el caso del area superficial, nuestros
resultados fueron similares a los de Tsoulos et al. (2017) y consistentes con el
numero de moléculas de BSA unidas a la superficie de Au estimado por Brewer et
al. (2005).

NPs con potencial { = +30 o < -30 se consideran estables (Dukhin y Xu 2020);
nuestras semillas esféricas (potencial { = -36.8 mV) son bastante estables y no se
aglomeran durante meses, mientras que las MBAuUNPs (¢ -potencial = -24.4 mV)
tienden a aglomerarse. Dado que las MBAUNPs-BSA tienen un potencial { = -72.7
mV, confirmamos que la BSA disminuye la tendencia de las MBAuUNPs a
aglomerarse (Bhattacharjee 2016) y las convierte en un sistema estable.

Los analisis XPS de alta resolucion permitieron determinar la presencia de
enlaces C-S-Au entre las moléculas de BSA y los atomos de oro presentes en la
superficie de las MBAuNPs (Wu et al. 2011); probablemente se forman
especificamente enlaces de coordinacion de disulfuro de cistina Au-S como los
descritos por Wang et al. (2013). Cada molécula de BSA contiene 34 residuos de

cisteina y un grupo tiol libre en Cys34 que probablemente esta involucrado en la
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unidén covalente de BSA a la superficie del oro, lo que hace que el complejo
MBAuUNPs-BSA sea estable.

La evaluacion de la estructura secundaria de la BSA en solucién y unida a
las MBAUNPs reveld una disminucion en la proporcidn de a-hélices en la proteina
funcionalizada. Los enlaces disulfuro son la forma principal del azufre en BSA, lo
cual estabiliza las hélices a para mantener la estructura de la proteina. El analisis
XPS indica que la union de BSA a la superficie de las MBAuUNPs se da a través de
enlaces S-Au que puede verse reflejado en la disminucidn de las hélices a. Se han
descrito cambios similares en la estructura secundaria de la proteina (Wang et al.
2013, 2015), pero aun no sabemos si estos cambios afectan la afinidad de la BSA
por el dominio de unién a ciertos receptores celulares ubicados en la superficie de
las células endoteliales y de algunas células cancerosas (Merlot et al. 2014).

También encontramos que la exposicion de MBAuNPs y MBAuNPs-BSA aSH
aumento los valores del potencial { hasta valores cercanos a los de las MBAUNPs
sin recubrimiento, y aumento de los valores de Dn de 25 nm para las MBAuUNPs y
47 nm para las MBAuNPs-BSA. Estos efectos pueden explicarse por la presencia
de moléculas del SH distintas a BSA o HSA.

Ademas, caracterizamos los patrones electroforéticos de las proteinas unidas
a MBAuUNPs y MBAuUNPs-BSA expuestas al SH, mediante los cuales determinamos
la unibn de HSA y otras proteinas no identificadas, con pesos moleculares
aparentes de 180, 156, 120, 84, 75 y 25 kDa, unidas tanto a MBAuUNPs como a
MBAuUNPs-BSA y suponemos que la unién de estas proteinas determina el aumento
del potencial C y el Dh.

El uso de las MBAUNPs en aplicaciones médicas depende en gran medida
de la entrega exitosa de farmacos a sus blancos biolégicos a través del control fino
y el ajuste de la CP, un proceso que requiere investigaciones interdisciplinarias por
equipos de oncologos/bidlogos moleculares/fisicos. En este contexto, planeamos
identificar las proteinas que forman la CP de las MBAUNPs expuestas a SH para
explorar si ellas afectarian la interaccion de las MBAuUNPs o determinan

biocompatibilidad con las células diana.
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IV. Péptidos afines a células MDA-MB-231y
Hela, desplegados por clonas del fago
M13KE

Los métodos actuales para la deteccion temprana del cancer y el desarrollo de
tratamientos eficaces son una prioridad en el desarrollo de nuevas técnicas en
medicina. Por esta razon la identificacion de ligandos de tumores, especificos o de
alta afinidad, es un area de investigacion en expansion (Brown 2010).

Para generar MBAUNPs recubiertas con péptidos que puedan dirigirlas
especificamente a células tumorales, decidimos identificar péptidos con afinidad a
la superficie de células de la linea MDA-MB-231 de cancer de mama y de la linea
HelLa de cancer cervicouterino, mediante la técnica de despliegue en fagos (Smith
1985).

Despliegue en fagos

La técnica de despliegue en fagos emplea los bacteridéfagos filamentosos M13, fd y
f1 de Escherichia coli como vehiculos para expresar diversas proteinas o
secuencias peptidicas afiadidas a la superficie de las proteinas de la cubierta de los
viriones (Smith 1985). Esta tecnologia ha tenido auge en inmunologia, biologia
celular, farmacologia y desarrollo de farmacos, como una poderosa herramienta
para identificar y caracterizar las interacciones de polipéptidos recombinantes con
sus blancos. Su aplicacién potencial incluye la identificacibn de moléculas
terapéuticas, epitopos con potencial inmunogénico para el desarrollo de vacunas y
la busqueda de péptidos o anticuerpos bloqueadores (Smith y Petrenko 1997).

Los bacteriéfagos (‘fagos’) empleados para el despliegue de péptidos son
virus que infectan una variedad de células de bacterias Gram negativas con pelos
(‘pili’) que les sirven como receptores y a través de los cuales introducen su material
genético. El fago mas utilizado es M13, cuyo genoma es ADN circular de cadena
sencilla de 8 kb con 11 genes. Una particula fagica viable contiene 2,700 copias de

la proteina 8 (pVIII) y solamente 3-5 copias de la proteina 3 (plll) en su conformacién
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estructural. Ambas proteinas son las de eleccidn para expresar, en fusidén con otros
genes, proteinas recombinantes de interés (Smith y Petrenko 1997).

Los fagos filamentosos no son liticos, pero inducen un estado en el que la
bacteria infectada tiene la divisién celular atenuada y produce y libera particulas
virales. En la primera division celular se producen unas 1,000 particulas y en las
divisiones subsecuentes de 100 a 300 particulas virales (Smith y Petrenko 1997),
que son exportadas a través de la membrana celular. Este fendmeno es ventajoso
porque facilita la obtencién y purificacion de particulas virales asociadas a
metodologias de ingenieria genética (Stricker y Li 2001), asi como la inclusion de
péptidos etiqueta mediante cromatografia de afinidad (Smith y Petrenko 1997;
Stricker y Li 2001).

Identificacion de péptidos con alta afinidad por células blanco a partir
de bibliotecas combinatorias
El despliegue en fagos se ha utilizado ampliamente in vitro y en modelos animales
para generar ligandos e identificar blancos relevantes para el cancer (Krag et al.
2006). Las bibliotecas combinatorias, tales como las bibliotecas de péptidos en
bacteriéfagos, son un recurso de ligandos potenciales para diversos blancos
moleculares relacionados con el cancer (Krumpe y Mori 2006). Las técnicas mas
comunes se basan en el uso de bibliotecas combinatorias del bacteriéfago
filamentoso M13 (Fatemi et al. 2017).

Los péptidos son moléculas pequefas que pueden dirigirse especificamente
a las células cancerosas y subsanar ciertas complicaciones que tiene el uso de otras
moléculas como los anticuerpos, que tienen limitaciones sobre todo por su tamafo
(Watt 2006). Los péptidos especificos se consideran fragmentos de moléculas que
se dirigen al blanco con eficacia potencial para mejorar el tratamiento clinico actual
de tumores (Li et al. 2020). Sin embargo, solo una pequena parte de los péptidos
desarrollados en terapias clinicas son dirigidos al cancer (Krumpe y Mori 2006).

Un objetivo central en el campo de la focalizacién molecular es encontrar
nuevos péptidos dirigidos al cancer, los cuales pueden identificarse eficazmente
mediante selecciones de afinidad utilizando bibliotecas de péptidos aleatorios
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complejos que contienen millones de péptidos desplegados en bacteriofagos
(Landon y Deutscher 2003).

El despliegue en fagos se ha utilizado para identificar péptidos de alta
afinidad a la superficie de células de cancer de mama (Galbiati et al. 2016; Nobrega
et al. 2016; Jin et al. 2021), cancer cervicouterino (Li et al. 2017), cancer colorrectal
(Rasmussen et al. 2002), cancer de prostata (Yeh et al. 2016) y hepatocarcinoma
(Du et al. 2010).

Pocos trabajos han reportado el uso de estos péptidos para recubrir NPs, a
pesar de que se ha demostrado el aumento en la captacién y especificidad celular
de las NPs funcionalizadas con péptidos, por ejemplo, para mejorar la
administracién de farmacos especificos al cerebro. Li et al. (2011) funcionalizaron
NPs basadas en polietilénglicol-poliacido lactico-co-glicdlicocon con un péptido
seleccionado in vivo en ratones a los cuales se les administré una alicuota de fagos
de la biblioteca de péptidos Ph.D.-12™. Después de cuatro rondas de tamizaje se
selecciond un péptido y se conjugd a las NPs. El nano-conjugado NPs-péptido
probado en células endoteliales de cerebro de ratdn inmortalizadas permitié una
captacion significativamente mayor cuando las NPs eran recubiertas con el péptido
que con las NPs no recubiertas. Ademas, en ensayos in vivo se mostré gran
selectividad cerebral, ya que se observé mayor eficiencia de acumulaciéon en el
cerebro, con menor acumulacion en el higado y el bazo en los ratones inyectados
por via intravenosa con NPs conjugadas con el péptido que con NPs sin recubrir.

Estos estudios han concluido que dichos péptidos tienen gran potencial para

el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos del cancer.

Justificacion
El cancer de mama tiene altas tasas de incidencia y mortalidad en mujeres (Jin et
al. 2021), y el cancer cervicouterino es la cuarta causa de muerte por cancer en
mujeres en todo el mundo (Xiao et al. 2019).

La practica clinica actual necesita urgentemente el desarrollo de nuevos
enfoques para el diagnéstico y tratamiento de los canceres de mama vy

cervicouterino. Un enfoque promisorio es la busqueda de moléculas como los
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péptidos que se unan con alta afinidad a las células cancerosas para recubrir NPs
con ellas y aumentar la eficacia de los tratamientos en nanomedicina.

En este capitulo presentamos los resultados del tamizaje de clonas del fago
M13KE que despliegan dodecapéptidos en la proteina plll que se unen a
componentes de la superficie de las células MDA-MB-231 de cancer de mama y

Hela de cancer cervicouterino.

Material y métodos

Cultivos de las lineas MDA-MB-231 y HelLa

Células de la linea MDA-MB-231 de cancer de mama humano y de la linea HeLa de
cancer cervicouterino adquiridas de ATCC fueron cultivadas en cajas de Petri de 3
cm y mantenidas en medios DMEM y L15, respectivamente, a 37 °C en atmodsfera
humidificada con 5% de CO2. Los medios fueron suplementados con suero fetal
bovino al 10%. Los tamizajes de la biblioteca de fagos M13KE se llevaron a cabo

en cultivos confluentes.

Tamizaje de la biblioteca de fagos M13KE

De las cajas con cultivos confluentes se retird el medio y se lavaron tres veces con
PBS estéril. La superficie celular fue bloqueada con BSA al 3% en solucion salina
amortiguada con Tris-HCI, pH 7.4 (TBS) y mantenida 1 h a 37 °C con agitacién. La
solucion blogueadora fue descartada e inmediatamente después se hicieron tres
lavados con TBS. Se usaron 10 uL de la biblioteca original de péptidos (10" fagos)
diluida en 1,990 mL de TBS (1:200). Se adicioné todo el volumen a las cajas con
células MDA-MB-231 o Hela, que luego se incubaron 1 h a 37 °C con agitacion. Al
término de este tiempo el sobrenadante fue recuperado y las cajas se lavaron cuatro
veces con TBS-Tween 20 al 0.3%. Para eluir los fagos a cada caja se anadié 1 mL
de glicina 0.2 M pH 2.2, que se mantuvo 10 min a temperatura ambiente. Después
se recupero todo el eluido, que se neutralizé por adicion de 125 uL de Tris-HCI 1 M
pH 8.0. Los fagos recuperados en la primera ronda de tamizaje fueron recuperados,
amplificados y titulados. Después se realizaron tres rondas adicionales de
unién/amplificacién, aumentando sucesivamente la concentracion de Tween 20 en
la solucién de lavado en cada ronda (TBS-Tween 20 al 0.5%, 0.7% y 0.9%). Se
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alterné el uso de BSA en cada ronda de tamizaje para no enriquecer la seleccion de

clonas que se unen a esta proteina.

Ligandos peptidicos que se unen a la superficie de células MDA-MB-231
o HelLa desplegados en clonas del fago M13KE

Para seleccionar dodecapéptidos con alta afinidad a la superficie de células MDA-
MB-231 y HelLa llevamos a cabo el escrutinio de una biblioteca de dodecapéptidos
aleatorios desplegados en fagos filamentosos M13KE (PhD12, New England
Biolabs).

Enfrentamos cultivos de células MDA-MB-231 o Hela a la biblioteca de fagos
en cuatro pasos sucesivos, con lavados cada vez mas astringentes, para descartar
los fagos no unidos y seleccionar los fagos que fueron eluidos después de haberse
unido a la superficie celular. Los fagos eluidos en la primera ronda se amplificaron
por reinfeccion en E. coli ER2738 y se sometieron a una segunda ronda de tamizaje
a través de ciclos adicionales de union/amplificacion para enriquecer el conjunto con
mayor afinidad a la superficie de las células blanco. Después de cuatro rondas, las
clonas individuales de fagos se caracterizaron mediante amplificacion del ADN

fagico por PCR seguida de secuenciacion.

Amplificacion de fagos tamizados

Después de cada ronda de tamizaje los fagos fueron amplificados en células de E.
coli ER2738. A la suspensién de fagos se afnadié un volumen igual de suspension
de células de E. coli ER2738 y la mezcla se incubd 30 min a 37 °C, pasados los
cuales se afiadieron 2 mL de la suspension de células de E. coli ER2738 no
infectadas y la suspension de células infectadas a un matraz de 500 mL con 100
mL de medio de cultivo LB estéril y la mezcla se incubo toda la noche con agitacion
a 37 °C.

El contenido del matraz fue luego repartido en 12 tubos de 50 mL que se
centrifugaron a 6,000 rpm por 30 min. Los sobrenadantes fueron recuperados y
mezclados con PEG 20%/NaCl 2.5 M; la mezcla resultante se dejo reposar toda la
noche a 4 °C y después se centrifugd 1 h a 6,000 rpm. Las pastillas que contenian

los fagos fueron resuspendidas con TBS estéril y las bacterias remanentes fueron
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retiradas por centrifugacion durante 10 min a 13,000 rpm. Las suspensiones con

fagos fueron almacenadas a 4 °C hasta la siguiente ronda de tamizaje.

Titulacién de los fagos

Diez-yL de mezcla con fagos amplificados se afiadieron a 990 uL de TBS estéril y
se realizaron diluciones seriadas 1:100, en las que 10 pL de la mezcla previa se
afiadian a 990 yL de TBS (desde 102 hasta 10-'°). De cada dilucién se tomaron 10
ML para infectar 200 pyL de una suspension de células de E. coli ER2738 y la mezcla
se incubd a 37 °C por 30 min. Se afiadieron luego 2 yL de IPTG 200 mM y 20 uL de
X-Gal 100 mM en dimetilformamida. Las colonias individuales de E. coli ER2738
que portan fagos con insertos se tornan azules por la hidrolisis de X-Gal. Las
mezclas fueron diluidas con 2.5 mL de medio Top LB y vertidas en cajas de Petri
con agar LB que fueron incubadas a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente

se realizo el conteo de las placas azules para titular los fagos.

Seleccién de las clonas de fagos

Los fagos resultantes de la cuarta ronda de tamizaje se titularon directamente con
la técnica mencionada, pero sin amplificacién previa. Las clonas azules fueron
recuperadas con puntas de micropipeta estériles y cada una fue almacenada a4 °C
en 100 yL de TBS estéril. Los fagos de cada clona fueron anadidos a 800 uL de una
suspension de células de E. coli ER2738 y las mezclas se incubaron 2 h a 37 °C.
Una alicuota de 200 uL de cada clona fue luego amplificada en un cultivo de E. coli
ER2738 con 5 mL de caldo por incubacion bajo agitaciéon durante toda la noche a
37 °C.

Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida de viriones de fagos de la
cuarta ronda de tamizaje

Una alicuota de10 uL de los fagos recuperados de la cuarta ronda de tamizaje fue
sujeta a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. Se mezclaron 10 uL de la
suspensiéon de fagos de cada clona con 10 pyL del amortiguador de Laemmli (2-
mercaptoetanol al 10%, azul de bromofenol al 0.004%, glicerol al 20%, SDS al 4%,
Tris-HCI 125 mM, pH 6.8). Los tubos con las mezclas se sumergieron 5 min en agua

hirviendo. Se aplicaron 20 pL de cada mezcla a los carriles del gel de SDS-
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poliacrilamida al 12% y se corrieron 2 h a 120 V. El gel se tin6 con azul de
Coomassie por 30 min y se destifié toda la noche en una mezcla de metanol-agua-

acido acético glacial 5:4:1.

Secuenciacion del ADN de las clonas positivas

Para extraer el ADN de los fagos clonados, 1.5 mL de la suspensién de células
infectadas fue centrifugada 3 min a 8,000 rpm. El sobrenadante fue descartado, la
pastilla fue resuspendida en 100 yL de Tris-HCI 10 mM EDTA 1 mM pH 8.0 (TE) y
se dejo reposar 5 min en hielo. Después se afadieron 200 uL de SDS al 1%-NaOH
0.2 N y la mezcla se dejo reposar 10 minen hielo, al cabo de los cuales se afiadieron
150 uL de acido acético/acetato de sodio 3M pH 5.2, se dejé reposar 10 min en hielo
y se centrifugd por 15 min a 13,000 rpm. Se recuperé el sobrenadante, al que se
afiadieron 5 pL de ARNasa (9 ng/mL) y se incub6é 10 min a 37 °C. Después se
afiadieron 300 uL de isopropanol y se dejo reposar 30 min en hielo. Se centrifugd
20 min a 13,000 rpm y se descarto el sobrenadante. Se dej6 evaporar el isopropanol
a 65 °C y el precipitado se disolviéo con 50 yL de agua MilliQ estéril. EI ADN se
cuantifico por espectrofotometria, se empled para los ensayos de PCR y los

productos de amplificacion de las clonas se secuenciaron.
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Resultados

Después de cuatro rondas consecutivas de tamizaje, las particulas fagicas unidas
a las células cancerosas fueron liberadas por elucion y empleadas para infectar
células de E. coli ER2738 sembradas en cajas de agar LB suplementado con IPTG
y X-Gal.

Con la dilucion 10* de los lisados de una placa de células infectadas
obtuvimos alrededor de 70 clonas azules en la cuarta ronda de tamizaje con las
células MDA-MB-231 (Figura 12). Con la dilucion 10-2 obtuvimos aproximadamente
100 clonas azules del tamizaje en células HelLa. De la ronda final de cada tamizaje
con cada linea celular recuperamos aleatoriamente 30 clonas de fagos para
propagarlas y caracterizarlas.

El ADN extraido de cada clona fue secuenciado para identificar los 36 pares
de bases que codifican los dodecapéptidos correspondientes. Los oligonucleétidos
empleados para la amplificacion (Tabla 5) flanquean un segmento de 336 pares de
bases que incluye la secuencia espaciadora de 300 pares de bases, dentro de la
cual se inserta el segmento de nucledtidos que codifica el dodecapéptido
correspondiente (Li et al. 2017).

Para asegurarnos de que los oligonucleétidos funcionan adecuadamente,
amplificamos por PCR el ADN aislado de cada clona utilizando como control positivo
una clona del fago MK13 de la biblioteca original, cuyo genoma contiene la
secuencia espaciadora de 300 pares de bases sin el inserto de 36 pares de bases
que codifica el dodecapéptido. La Figura 13 muestra el electroferograma de un gel
de agarosa con ADN amplificado de clonas fagicas con insertos, que generan
bandas de 336 pares de bases.

También analizamos las proteinas de los viriones de las clonas fagicas
mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida, para asegurarnos que
contienen la proteina 8,la principal proteina estructural del fago M13 (Sidhu 2001).
En los geles observamos la banda proteinica ligeramente menor a 10 kDa (Figura
14), esperada para la proteina 8.

En las 30 clonas seleccionadas del tamizaje con células MDA-MB-231

obtuvimos 27 secuencias nucleotidicas que codifican los dodecapéptidos
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correspondientes (Tabla 6). Cuatro de estas secuencias (FKQDAWEAVDIR,
SLQTLRLGHNTS, ADSGRTTSKTSY y DSSPRMWPNRIT) aparecieron duplicadas.
En ellas identificamos dos motivos peptidicos, que denominamos Consenso 1
(GTGFSSLRYRTLNM) y Consenso 2 (PVNNAGLTRTTSS), respectivamente
(Tablas 7 y 8).

Del tamizaje con células HeLa también obtuvimos 27 secuencias codificantes
de dodecapéptidos, entre las cuales se repitieron dos: FKQDAWEAVDIR (seis
veces) y TMNDWNTNKSSF (tres veces) (Tabla 9). Entre todas ellas identificamos
el motivo peptidico QDAWEAVDIR (Tabla 10).
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Figura 12. Colonias de E. coli ER2738 infectadas (azules), de las cuales
obtuvimos las 30 clonas del fago M13KE en la cuarta ronda de tamizaje con
células MDA-MB-231
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Tabla 5. Oligonucleétidos empleados para amplificar la secuencia
espaciadora con los insertos que codifican los dodecapéptidos en la
biblioteca de M13KE

Nombre Secuencia (5'—3’)
M13KE-Ext01 | TTGTCATTGTCGGCGCAACT
M13KE-EXt02 | GCATTCCACAGACAGCCCTC
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Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de las 27 clonas de fagos obtenidas del

tamizaje con células MDA-MB-231

Secuencias de aminoacidos*

Clona

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26

27
Las secuencias resaltadas en verde son las que aparecen mas de una vez
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Tabla 7. Secuencias peptidicas consenso 1 del tamizaje con células MDA-MB-
231

NIFIG|Q|Il |[KIF|S|Q|Y |R|H
D|S|S PIRIM|IW|/P | N/R|I |T
D FIGIGIF |ISIRINIRIM|M|T
DIG|IG|S|G F|S/WIQ|K|Y G
N|L | NJF |Q K|Y NIKIL|[NIM
WIHIF  D|KISIR|T|LIN|/T|N
T/|G|D|L|S|L |F|L|R|K]|L|N
| [LIGR|L|S|L VIE|Y |R|H
SILIGMK|IT/H|Q]|I |S]L R
QE|/P|HIS|I [FIG|L |Q]I [N
WITIQT|W|I INIM|S|P|H|M

Los aminoacidos resaltados en verde son los que forman el consenso:
GTGFSSLRYRTLNM
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Tabla 8. Secuencias peptidicas consenso 2 del tamizaje con células MDA-MB-
231

VID|Il IKIS|H|F|S|H|T|G|K

S|IV/D HIKIWIK|TIGIN|N|G
RIN|Y|T|P|V|ID|HIS|G G |Q

R PIVIN|/R|S N|D KIM|Y|M|Q

LIPIVIN|INIYIGIH|S|G|T|T
S|TINH|G|L RILIT|Q|L ]S
AD|[S|GIR|T|T|S|K|T|S|Y

MIG|P|IG|I IW|IGIK[T|T]|I |S
GITIE|IKIVIN |VIAKIWIT]|R

R YIVIN|SIA|T|L |LIR|IAIN]|S
FIKIQIDI[A|IWIEJA|V D ]|I |R

Los aminoacidos resaltados en verde son los que forman el consenso:
PVNNAGLTRTTSS
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Tabla 9. Secuencias de aminoacidos de las 27 clonas de fagos obtenidas del

tamizaje con células HelLa

Secuencias*

Clona

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26

27
Las secuencias resaltadas en verde son las que aparecen mas de una vez
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Tabla 10. Secuencias peptidicas consenso del tamizaje con células HelLa

N E/S GIITRIALIQD
TIMQ D WN|E NK|SISF
FIKIQ DA WEAVDI|R
DIQ QDA WEAKDI|R
QA|QDK|R[VIPIR[D|I|W
R QAIQDK|R[VIPIRIDII|W
R S|VIDIQ|D[I|RIAIRIWE|G
S|VIDIQDII|RIAIRIWE|G
VID[I|K|S|H F[S/HIT|G K

Los aminoacidos resaltados en verde son los que forman el consenso:
QDAWEAVDIR
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Discusion
La busqueda e identificacion de biomoléculas con aplicaciones médicas ha tenido
un gran avance desde la aparicion de la tecnologia de despliegue en fagos. Con el
propésito de funcionalizar en el futuro MBAUNPs con péptidos con alta afinidad a la
superficie de células de cancer de mama y de cancer cervicouterino llevamos a cabo
el escrutinio de una biblioteca de péptidos aleatorios desplegados en el fago
filamentoso M13 para seleccionar los que se unan especificamente a la superficie
de las células de ambas lineas.

Llevamos a cabo el tamizaje enfrentando las células blanco (MDA-MB-231 o
Hela) a la biblioteca en pasos sucesivos con lavados cada vez mas astringentes,
para descartar los fagos no unidos y seleccionar los eluidos que estaban unidos a
la superficie celular. Los fagos eluidos fueron amplificados y sometidos a una
segunda ronda de tamizaje a través de ciclos adicionales de unidn/amplificacion
para enriquecer el conjunto a favor de las secuencias de union. Después de cuatro
rondas, las clonas de fagos fueron se caracterizaron por secuenciacion del ADN.

El vector de clonacion M13KE, a diferencia del vector parental, tiene
insertada la secuencia del operén LacZ que permite identificar, mediante alfa
complementaciéon en presencia de IPTG y X-gal, las células infectadas (de color
azul debido a la hidrdlisis de X-gal) (Figura 12). Después de cada ronda la biblioteca
se amplificod y se titularon los fagos de la progenie para determinar los que debian
afadirse en cada tamizaje sucesivo, que fueron 1x10".

Al cabo de las cuatro rondas de tamizaje seleccionamos 30 clonas de fagos
con particulas virales de alta afinidad a la superficie de las células blanco y
obtuvimos la secuencia nucleotidica de los insertos codificantes de los
dodecapéptidos de todas las clonas. Secuenciamos 27 clonas resultantes del
tamizaje con cada linea de células blanco y en ellas identificamos dos motivos
peptidicos consenso para las células MDA-MB-231 (GTGFSSLRYRTLNM vy
PVNNAGLTRTTSS) y un motivo consenso para las células HeLa (QDAWEADIR).

Varias secuencias aparecieron repetidamente, lo que sugiere que los
dodecapéptidos correspondientes son los de mayor afinidad por las células blanco.

Ademas, de estas secuencias repetidas, la del dodecapéptido FKQDAWEAVDIR
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aparecio en tamizajes independientes con ambas lineas celulares. Este
dodecapéptido podria utilizarse para dirigir las MBAuUNPs a las dos lineas celulares.

Para proponer con mayor certidumbre los dodecapéptidos adecuados para
funcionalizar las MBAuUNPs debe evaluarse su afinidad por las células blanco y
realizar analisis bioinformaticos para explorar sus blancos moleculares e
inmunoensayos, para luego sintetizarlos y proceder a la funcionalizacion y ensayo
de las MBAuUNPs para la ablacion fototérmica experimental sobre células MDA-MB-
231y Hela.
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V. Discusién general

En este trabajo desarrollamos un método de sintesis de MBAuUNPs potencialmente
utiles para inducir hipertermia por irradiacion laser en el infrarrojo cercano con
potencia minima, evaluamos su uso terapéutico potencial en geles que constituyen
un modelo de la piel, analizamos la corona proteinica que adquieren las MBAuUNPs
por exposicion a BSA y SH e identificamos dodecapéptidos generados en una
biblioteca de despliegue en fagos con alta afinidad a componentes de la superficie
de células de cancer de mama y de cancer cervicouterino.

Obtuvimos semillas auricas esféricas estables, de caracteristicas
reproducibles, como sefalan diversos autores (Turkevich et al. 1951; Frens 1973;
Kimling et al. 2006). Una vez que desarrollamos un método para la sintesis de
semillas auricas y las caracterizamos (Carredn Alvarez 2016), desarrollamos un
meétodo para la sintesis de MBAUNPs a partir de suspensiones con concentraciones
conocidas de semillas, verificamos que es confiable y reproducible y lo utilizamos
para el resto del trabajo.

El siguiente paso fue la funcionalizacion, que consistio en el recubrimiento de
las MBAuUNPs con BSA, que evita la aglomeracion. Encontramos que el arreglo de
BSA sobre la superficie de las MBAuUNPs funcionalizadas es un tapiz de una o dos
capas moleculares de la proteina, pues las imagenes de HRTEM resuelven
moléculas individuales de BSA con un perimetro ~5 nm y el espesor de la capa
proteinica de la superficie es consistente con las dimensiones de la proteina nativa,
de 8x8x3.5 nm (He y Carter 1992).

Encontramos que la BSA se une a la superficie de las nanoparticulas
mediante enlaces covalentes de coordinacion Au-S. Debido a que cada molécula
de BSA contiene 34 residuos de cisteina y un residuo con un grupo tiol libre que
corresponde a la cisteina 34; pensamos que este residuo esta implicado en la union
covalente de la BSA a las MBAuUNPs.

La corona de BSA consta de la parte interna ‘dura’ formada por una o dos
capas de moléculas de proteinas unidas covalentemente a la superficie de las

MBAuUNPs y la parte externa ‘blanda’ mas laxa, formada por la aglomeracion de
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moléculas de BSA unidas entre si por enlaces no covalentes. Un hallazgo
interesante es que la exposicion de las MBAUNPs al suero humano hace que la
corona de proteinas sea mas abundante y diversa.

La combinacion de 6.2x10° MBAuUNPs/mL con una intensidad optica de 0.75
W/cm? parece apropiado para la ablacion térmica de tumores pues provocd un
aumento de temperatura local de hasta 4.8 °C con una intensidad 6ptica menor a 1
W/cm? en los geles phantom, que supera los incrementos de temperatura obtenidos
en trabajos previos (Gannon et al. 2008; Liu et al. 2010; Munireddy et al. 2012; Li et
al. 2013).

Con el propdsito de funcionalizar las MBAuUNPs con péptidos que se unan a
la superficie de células cancerosas con alta afinidad y especificidad, enfrentamos
células de una linea de cancer de mama y otra de cancer cervicouterino cultivadas
en superficie a una biblioteca de péptidos de 12 aminoacidos desplegados en fagos
M13KE. Al cabo de cuatro rondas de tamizaje seleccionamos 30 clonas de fagos
con particulas virales de alta afinidad para cada linea celular y obtuvimos las
secuencias nucleotidicas de todas las clonas de interés. Secuenciamos 27 clonas
de fagos para cada linea celular, e identificamos dos motivos consenso para las
células de cancer de mama (GTGFSSLRYRTLNM y PVNNAGLTRTTSS) y un
motivo consenso para las células de cancer cervicouterino (QDAWEAVDIR);
ademas identificamos una secuencia peptidica (FKQDAWEAVDIR) que aparecié en
los tamizajes con ambas lineas celulares. Por lo tanto, ahora contamos con
dodecapéptidos potencialmente utiles para la ablacion fototérmica dirigida contra el
cancer de mama y el cancer cervicouterino que debemos analizar y ensayar para
definir su utilidad real.

Nos proponemos continuar este trabajo para 1) identificar las probables
moléculas con las que interactuan los péptidos con las secuencias consenso
conocidas mediante técnicas bioinformaticas de dinamica molecular, 2) sintetizar
los péptidos identificados para recubrir las MBAUNPs e incrementar su afinidad por
las células MDA-MB-231 y HelLa y 3) realizar ensayos in vitro e in vivo para evaluar

la idoneidad de las MBAUNPs para la ablacion térmica de tumores.
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