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BSAnp-70-9: Nanoparticulas de albumina sérica bovina obtenidas por tratamiento
térmico a 70°C y pH 9,0.

BSAnp-85-11: Nanoparticulas de albumina sérica bovina obtenidas por tratamiento
térmico a 85°C y pH 11,0.

BSAnp-85-9: Nanoparticulas de albumina sérica bovina obtenidas por tratamiento
térmico a 85°C y pH 9,0.

BSAnp-Cris: Nanoparticulas de albumina sérica bovina cargadas con crisina
BSAnp-Gen: Nanoparticulas de albumina sérica bovina cargadas con genisteina
CDCls: Cloroformo deuterado

CDI: Carbonildiimidazol



cit-B: Citocalasina B

CM: Céancer de mama

Col: Colchicina

Cp: Capacidad calorifica

Cris: Crisina

Cris.: Cantidad de crisina libre

Crist: Cantidad de crisina total

D: Coeficiente de difusion traslacional

DAPI: 4’',6-diamidino-2-fenilindol

dn: Diametro hidrodinamico

dL: Después de liofilizar

DLS: Dispersién de luz dinamica

DMEM: Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
DMSO: Dimetilsulféxido

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

ECso: Concentracion media méxima eficaz

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EE: Eficiencia de encapsulacion

EPR: Efecto de retencién y permeabilidad aumentada
FACS: Clasificador de células activadas por fluorescencia
FDA: Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
FGS: Fluido gastrico simulado

fi-Fraccién de sitios ocupados por ligando

FIS: Fluido intestinal simulado

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FPLC: Cromatografia liquida rapida de proteinas

FSC: Dispersion de luz hacia adelante

FSS: Fluido salival simulado

Gen: Genisteina

Gen.: Cantidad de genisteina libre

Genr: Cantidad de genisteina total

HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién

HSA: Albumina sérica humana



IA: Inhibidor de aromatasa

ICs0: Concentracién inhibitoria media maxima

ICH: Conferencia Internacional de Armonizacion

IDC: Carcinoma ductal invasivo

IFo: Intensidad de emisién de fluorescencia maxima del triptéfano de la proteina nativa
IFans: Intensidad maxima de emisidon de fluorescencia extrinseca

IFRans: Intensidad relativa de emisidn de fluorescencia extrinseca

IFRT: Intensidad relativa de emisién de fluorescencia del triptéfano

IFtp: Intensidad maxima de emisién de fluorescencia del triptéfano de proteina tratada
térmicamente

ILC: Carcinoma lobular invasivo

IP: ioduro de propidio

IPBC: indice de proliferacién con bloqueo de citocinesis

IR: indice de replicacién

k: Constante de Boltzmann

Ka: Constante de asociacion de ligando

LC: Capacidad de carga

Lcis: Liberacién de crisina tras digestion gastrointestinal in vitro
LSD: Diferencia minima significativa

MN Bi %: Porcentaje de micronucleos en células binucleadas
MN: Micronucleo

mPEG: Metoxi-polietilenglicol

mPEG-Im: Metoxi-polietilenglicol carbonil imidazol

MSRE: Modulador selectivo de los receptores de estrogeno
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
n: Numero de sitios de unién de ligando

Nm: NUmero de sitios de union por mondémero de proteina

nyv: NUmero de sitios de uniéon por vehiculo

OPA: Orto-ftaldehido

PBS: Solucién reguladora fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

Pdl: indice de polidispersidad

PEG: Polietilenglicol

PLGA: Acido polilactico co-glicélico



PM: Peso molecular

PS: Relacion de tamano de particula

PSDi: Distribucion del tamano de particula basada en intensidad
PSDn: Distribucién del tamaro de particula basada en numero
PSDv: Distribucion del tamaro de particula basada en volumen
RE: Receptor de estrégenos

Rn: Radio hidrodinamico

RP: Receptor de progesterona

RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion en modo fase reversa
So: Estado electrénico fundamental

S1: Estado electrénico excitado

SDS: Dodecil-sulfato de sodio

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato de
sodio

SEC: Cromatografia de exclusion molecular

SEM: Microscopia electrénica de barrido

SFB: Suero fetal bovino

SFM: Sistema fagocitico mononuclear

SLS: Dispersion de luz estatica

SSC: Dispersién de luz a 90°

TAME: Clorhidrato de éster metilico de Na-p-Tosyl-L-arginina
TCA: Acido tricloroacético

TEM: Microscopia electronica de transmisién

THF: Tetrahidrofurano

Tm: Temperatura de desnaturalizacién térmica

TNBC: Cancer de mama triple negativo

uPA: Activador del plasminégeno de tipo uroquinasa

UV: Ultravioleta

Ve: Volumen de elucion

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular

XTT: 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfonatofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida de sodio

ZP: Relacion de potencial zeta
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En las ultimas décadas, el estudio de las propiedades quimiopreventivas y
terapéuticas de los fitoquimicos contra el cancer se han convertido en un tema
importante de investigacién. Entre ellos, se destacan los flavonoides, que forman parte
de la dieta del ser humano, pero su baja solubilidad dificulta su incorporacion en
matrices acuosas. Ademas, su elevado metabolismo es la principal causa de su baja
biodisponibilidad. Dentro de este grupo se encuentra la flavona crisina (Cris, 5,7-
dihidroxiflavona) que se extrae de la flor pasionaria (Passiflora caerulea), la miel y el
propdleo. Dado que Cris ha mostrado actividad sobre la viabilidad de lineas celulares
tumorales sin efectos sobre las células normales, se ha propuesto como compuesto
bioactivo para la prevencién y el tratamiento del cancer. Otro flavonoide, bien conocido
por producir efectos antitumorales contra las células del cancer de mama, es la
isoflavona genisteina (Gen, 4’,5,7-trihidroxiisoflavona). La incorporacion de estos
compuestos bioactivos en matrices farmacéuticas y nutracéuticas requiere la
busqueda de estrategias que permitan su solubilizacion, bioaccesibilidad,
biodisponibilidad, preservacion de su integridad molecular y aumento de su
concentracion en tejidos neoplasicos. En este campo, la nanotecnologia constituye
una poderosa herramienta para el desarrollo de nuevas estrategias de formulacién
para superar estos obstaculos. En este sentido, la albumina sérica bovina (BSA) es
atractiva debido a su biocompatibilidad y baja toxicidad. Por lo tanto, el objetivo de
esta tesis fue estudiar la formaciéon de nanoparticulas de BSA (BSAnp) mediante un
proceso de autoensamblaje inducido térmicamente y la posterior carga de estos
sistemas con flavonoides (Cris y Gen) a fin de obtener informacion relevante para el
disefo y desarrollo de potenciales terapias contra el cdncer basadas en nanoparticulas
de albuminas.

Se estudié la formacién de BSAnp mediante tratamiento térmico controlado a
partir de soluciones acuosas de BSA nativa (BSAn) empleando condiciones
experimentales: 70°C/5 min y 85°C/5 min, a distintas concentraciones de proteina (1,0-
4,0% p/p), y a dos valores de pH (9,0 y 11,0) en los que se conoce que BSAn se
encuentra en diferentes conformaciones desplegadas. Se obtuvieron diferentes
poblaciones de BSAnp, las que fueron caracterizadas, mostrando forma esférica,
diametros hidrodinamicos (du), en el rango de 13-28 nm, pesos moleculares en el

rango de 400-1.000 kDa y valores de potenciales ¢ alrededor de -10,0 mV.

Las nanoparticulas se cargaron con Cris (disuelta en DMSQO) mediante una
técnica antisolvente y su union a BSAnp se corroboré y caracterizd6 mediante técnicas
espectroscopicas en medio acuoso de pH fisiolégico (PBS, pH 7,4). Un nimero en el
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rango de 96-237 moléculas de Cris se unieron a BSAnp con una constante de
asociacion de aproximadamente 2,0-3,8 x 108 M. Los porcentajes de eficiencia de
encapsulacion (EE) de Cris en BSAnp estuvieron comprendidos entre 44 y 65% con
una capacidad de carga (LC) entre 2,1 y 6,9 ug Cris/mg proteina, mostrando
correspondencia con el tamafo de los vehiculos. Ademéas, se obtuvieron
formulaciones liofilizadas de BSAnp cargadas con Cris utilizando manitol como agente
crioprotector. En general, las propiedades fisicoquimicas de BSAnp cargadas con Cris
se conservaron luego de la liofilizacién y reconstitucién del polvo. La actividad
citotoxica de los polvos reconstituidos se examind en dos lineas celulares de cancer
de mama: MCF-7 (hormono-dependiente) y MDA-MB-231 (hormono-independiente)
por medio del método colorimétrico MTT. Los mayores efectos citotoxicos se
observaron cuando se carg6 Cris en los sistemas BSAnp obtenidos a 70°C, 4,0% p/p
BSAn y pH 11,0, los que produjeron una reduccion de ~ 85% y ~ 70% en la viabilidad
de las células MCF-7 y MDA-MB-231, respectivamente. Ademas, el mecanismo de
muerte celular fue investigado por marcacién con anexina V-FITC/IP seguido de
analisis por citometria de flujo y se encontr6 que la disminucion de la viabilidad fue
causada por mecanismos de necrosis y apoptosis. La citotoxicidad mediada por
apoptosis fue mayor para BSAnp cargadas con Cris en comparacién con el sistema
BSAnp sin carga, y el sistema BSAn-Cris. Finalmente, BSAnp-Cris se sometié a un
protocolo estatico de digestién gastrointestinal in vitro, liberandose ~14% de Cris de
BSAnp, lo que sugiere que el complejo BSAnp-Cris podria digerirse en el tracto
gastrointestinal, mientras que retiene una considerable cantidad de Cris.

Luego, se evalué la carga de Gen en BSAnp aplicando técnicas
espectroscopicas, y se compararon los resultados con los obtenidos para su
estereoisomero, Cris. La unién de Gen a BSAnp involucré interacciones hidrofobicas y
de tipo enlaces de hidrégeno. Un numero en el rango de 286-336 moléculas de Gen se
unieron a BSAnp, con una constante de asociacion alrededor de 0,3-5,0 x 10® M'. En
comparacion con Cris, la union de Gen a BSAnp involucré6 mas sitios, mientras que la
constante de asociacion fue similar para ambos flavonoides. La carga de Gen en
BSAnp también fue corroborada por mediciones de turbidez registrandose una mejor
solubilizacion en comparacién con la carga en BSAn. Ademas, se obtuvieron mayores
porcentajes de EE (24-26%) y LC (2,1 ug Gen/mg proteina) para Gen cargada en
nanoparticulas de mayor tamaro. En general, la carga de flavonoides en los sistemas
de proteinas estuvo fuertemente influenciada por efectos combinados del estado
conformacional de BSA (nativo vs agregado), el tamano del vehiculo y la estructura
quimica de los flavonoides. Para estudiar sus propiedades antitumorales, se
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obtuvieron polvos liofilizados y las soluciones reconstituidas se ensayaron in vitro
mediante la técnica XTT y marcacién con anexina V-FITC/IP seguida por andlisis de
citometria de flujo contra células F3Il de adenocarcinoma mamario murino. Los
sistemas de BSAnp cargadas con Gen obtenidos a 70°C, 4,0% p/p BSAn, pH 9,0 y
11,0 produjeron una disminucién de ~ 60% en la viabilidad celular de la linea F3II. Esta
disminucion fue mayor en comparacion con los sistemas BSAnp sin carga, siendo los
efectos citotoxicos mas altos los cargados con Gen en la BSAnp de menor tamano.
Por ultimo, el principal mecanismo de muerte celular identificado para los sistemas

BSAnp cargados con Gen fue la induccion de apoptosis.

Finalmente, se abordd la modificacion superficial de los sistemas BSAnp
cargados con Gen (BSAnp-Gen) mediante la asociacién covalente de cadenas de
polietilenglicol (PEG). Bajo las condiciones de reaccion evaluadas (pH 8,5, 20-25°C,
relacion molar BSA: PEG 1:20, 24 h), la asociacién covalente de cadenas de PEG de
30 kDa a BSAnp se logré mediante la reaccion entre el grupo imidazol del reactivo
mPEG-carbonilimidazol (MPEG -Im) y los grupos amino de residuos de Lys, causando
una disminuciéon en el contenido de grupos amino disponibles en un 17%. La
PEGilacion de BSAnp produjo un aumento del d4 de BSAnp, sin presentar cambios en
el valor del potencial . Las isoformas PEGiladas mostraron una distribucion de
tamano de particula bimodal, donde la poblacion mayoritaria tendria una du en el rango
de 20-28 nm, mientras que la otra presentaria un dy mas alto, comprendido en el
rango 300-500 nm. Luego, se evaluaron las propiedades antitumorales de los sistemas
sobre células F3Il y se observé que la nanoparticula PEGilada produjo una reduccién
de ~70% en la viabilidad de las células F3Il. La PEGilacion produciria un mejoramiento
de la citotoxicidad en BSAnp-Gen, ya que se requeriria una menor concentracion de
Gen para producir citotoxicidad celular, mostrando una ICso de 25 uM. Se evaluaron
dos mecanismos de citotoxicidad de los sistemas: induccion de apoptosis y
genotoxicidad mediante la formacion de microntcleos (MN). Se observé que la
PEGilacion no afectaria a la induccién de apoptosis en las células F3ll, mientras que la
genotoxicidad de los sistemas disminuyd, dando como resultado una menor induccion
de la formaciéon de MN. La PEGilacion de BSAnp seria relevante en términos de
administracion, ya que haria factible la administracién de sistemas BSAnp por via
parenteral.

En sintesis, los sistemas BSAnp con tamafos entre 13-15 nm constituyen
vehiculos versatiles para la administracion de flavonoides, aumentando su solubilidad
acuosa y conservando sus efectos citotéxicos sobre células tumorales de cancer de

mama. El procedimiento de preparacion de BSAnp desarrollado es mas sencillo en
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comparacion con otros como desolvatacion o emulsificaciébn y evita el uso de
disolventes tdxicos e incompatibles con el medio ambiente. Ademas, las
nanoparticulas obtenidas permiten incrementar la carga de los flavonoides con
respecto a la proteina en su estado nativo. Los resultados proporcionan informacion
atii para estudios futuros, cuyo objetivo podria extenderse al desarrollo de
formulaciones de BSAnp para la administracién de compuestos bioactivos lipofilicos
aplicados la prevencién y/o el tratamiento del cancer.
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In the last decades, cancer chemopreventive and therapeutic properties of
phytochemicals have become an important topic of research. Among them, flavonoids
are part of the human daily diet, but their low solubility difficult their incorporation in
aqueous matrices. Furthermore, its extensive metabolism is the main cause for its low
bioavailability. Within this group it can be mentioned the natural flavone chrysin (Chrys,
5,7-dihydroxyflavone) which is extracted from blue passionflower (Passiflora caerulea),
honey and propolis. Since Chrys has showed effects on viability of tumor cell lines with
no effects on normal cells, it has been proposed as bioactive compound for the
prevention and treatment of cancer. Another flavonoid, which is well known to produce
antitumor effects against breast cancer cells, is the isoflavone genistein (Gen, 4°,5,7-
trinydroxyisoflavone). The incorporation of these bioactive compounds into
pharmaceutical and nutraceutical matrices requires the search for strategies that allow
its solubilization, preservation of its molecular integrity and the increase of its
concentration in neoplastic tissues. In this field, nanotechnology constitutes a powerful
tool for development of novel formulation strategies to overcome these problems. In
this regard, bovine serum albumin (BSA) has a promising application due to their
biocompatibility and low toxicity. Hence, the aim of this contribution was to study the
formation of BSA nanoparticles (BSAnp) by a thermally induced self-assembling
process and its subsequent loading with flavonoids (Chrys and Gen) in order to obtain
relevant information for the design and development of potential cancer therapies.

Formation of BSAnp was performed by controlled heat treatment of native BSA
(BSAN) aqueous solutions at different experimental conditions: 70°C/5 min and 85°C/5
min, at several protein concentrations (1.0-4.0% wt), and at two pH values (9.0 and
11.0) in which it is known that BSAn is found in different unfolded conformations.
Different populations of BSAnp were obtained, which showed spherical shape,
hydrodynamic diameters (dw) in the range of 13-28 nm, molecular weights in the range
of 400-1,000 kDa and ¢ potentials values around —=10.0 mV.

The nanoparticles were loaded with Chrys (in DMSO) by an antisolvent
technique and its binding to BSAnp was corroborated and characterized by
spectroscopic technigues in physiological aqueous medium (PBS, pH 7.4). A number in
the range of 96-237 molecules of Chrys bonded to BSAnp with an affinity binding
constant of approximately 2.0-3.8 x 10 M The encapsulation efficiency (EE)
percentages of Chrys in BSAnp were between 44-65% with a loading capacity (LC) of
2,1-6,9 ug Chrys/mg protein and they showed correspondence with the size of the

vehicles. Furthermore, freeze-dried formulations of Chrys-loaded BSAnp were obtained
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by using mannitol as cryoprotectant agent. In general, physicochemical properties of
Chrys-loaded BSAnp were preserved after freeze-drying process and powder
reconstitution. Cytotoxic activity of the reconstituted powders was assayed on two
breast cancer cell lines: MCF-7 (hormone-responsive) and MDA-MB-231 (hormone-
independent) by means of MTT colorimetric method. The greatest cytotoxic effects
were observed when Chrys was loaded in BSAnp obtained at 70°C, 4.0 %wt. and at pH
11.0. Furthermore, the mechanism of cell death was researched by Annexin V-FITC
flow cytometry, and it was found that the decrease of viability was caused by combined
mechanisms of necrosis and apoptosis. Apoptosis-mediated cytotoxicity was higher for
Chrys-loaded BSAnp in comparison with BSAnp system. Finally, this system was
subjected to a static in vitro gastrointestinal digestion protocol, and ~14% Chrys was
released from BSAnp after digestion, suggesting that BSAnp-Chrys could be degraded
in gastrointestinal tract, while it retains a considerable amount of Chrys.

Then, Gen loading in BSAnp was studied by applying spectroscopic techniques,
and the results were compared with the ones obtained for its stereoisomer, Chrys. Gen
binding to BSAnp involved hydrophobic and hydrogen bonds interactions. A number in
the range of 286-336 Gen molecules were bound to BSAnp, with an association
constant around 0.3-5.0 x 10 M™'. In comparison with the flavone Chrys, Gen binding
to BSAnp involved more sites, whereas the association constant was similar for both
flavonoids. Gen loading in BSAnp was also corroborated by turbidity measurements
getting a better solubilization in comparison with loading in BSAn. Moreover, greater
EE percentages (24-26%) and LC (2.1 ug Gen/mg protein) for Gen were obtained for
greater sized nanoparticles. In general, flavonoid loading in protein systems was
strongly influenced by combined effects of BSA conformational state (native vs
aggregated), vehicle size and flavonoid chemical structure. To study their antitumor
properties, freeze dried powders were obtained, and the reconstituted solutions were
assayed in vitro by XTT technique and Annexin V-FITC flow cytometry against mouse
mammary adenocarcinoma F3Il cells. Gen-loaded BSAnp produced a significant
decrease in cell viability compared with unloaded BSAnp systems, being the highest
cytotoxic effects those for Gen-loading in the lowest sized BSAnp. Finally, the main
mechanism of cell death identified for Gen-loaded BSAnp systems was apoptosis

induction.

Finally, the surface-modification of Gen-loaded BSAnp (BSAnp-Gen) systems
was approached by the covalent addition of polyethylene glycol (PEG) chains. Under
the evaluated reaction conditions (pH 8.5, 20-25°C, molar ratio BSA:PEG 1:20, 24 h),
the covalent bond of 30 kDa PEG chains to BSAnp-Gen was achieved through the

10



ABSTRACT

reaction between the imidazole group of mPEG-carbonylimidazole (mPEG-Im) and the
amino groups of Lys residues, decreasing the content of available amino groups by
17%. The PEGylation of BSAnp-Gen produced an increase in du, without changes in
¢ potential value. The PEGylated isoforms showed a bimodal particle size distribution,
where one population would have a dy in the range 20-28 nm and the other a higher
du, between 300 and 500 nm. Then, the antitumor properties of the systems on F3lI
cells were evaluated and it was observed that PEGylation would produce an
improvement of cytotoxicity in BSAnp-Gen, since a lower concentration of Gen would
be required to produce cellular cytotoxicity, showing a I1Cso of 25 uM. Two mechanisms
of cytotoxicity of the systems were evaluated: induction of apoptosis and genotoxicity
by micronucleus (MN) formation. It was observed that PEGylation would not affect the
induction of apoptosis on F3II cells, while the genotoxicity of the systems decreased,
resulting in a lower induction of MN formation. PEGylation of BSAnp is relevant
because it would make the administration of BSAnp systems by parenteral route
feasible.

In summary, BSAnp with sizes between 13-15 nm are versatile vehicles for
flavonoid delivery with improved aqueous solubility and preserved cytotoxic effects on
tumor cells. The procedure for BSAnp preparation is easier and simpler compared with
others such as desolvation or emulsification and it avoids the use of toxic solvents.
Furthermore, the obtained nanoparticles allow increasing the loading of flavonoids with
respect to the protein in its native state. Results provide useful information for future
studies, a drug delivery formulation consisting in BSAnp for flavonoid

nanoencapsulation for cancer prevention and treatment.
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1.1. Nanotecnologia y su aplicacion contra el cancer

En forma general, el término nanotecnologia se refiere a la manipulacion de los
materiales en la nanoescala, es decir, en un rango de tamafo del orden de los
nandémetros (10° m). Este campo surgi6 al observar que, reduciendo al menos una
dimension de cualquier tipo de material hasta el tamafio nanométrico, sus propiedades
mecanicas, Opticas, magnéticas, térmicas, entre otras, cambian de forma abrupta [1]
ampliando considerablemente el espectro de aplicaciones posibles para un mismo
material. Hoy en dia, la definicién precisa de la escala nanométrica es controversial
debido a la dificultad de establecer los limites a partir de los cuales estas propiedades
cambian notablemente. Algunas definiciones consideran un rango de tamafo
comprendido entre los 0,2 nm (tamafo de los atomos) y los 100 nm [2], [3] mientras
que otras establecen la nanoescala en el rango 1-100 nm [4]. Por su parte, la
Comisién Europea defini6 a un nanomaterial como un material natural, accidental o
manufacturado que contiene particulas, en un estado sin unir, o agregado, o
aglomerado, donde al menos el 50% de las particulas de la distribucion de tamano en
namero tiene una o mas dimensiones externas en el rango de 1 a 100 nm [5]. Esta
ultima definiciéon considera no sélo el tamafio de las particulas de material, sino
también el porcentaje que representan dentro del mismo. De esa manera, se evitan
ambigledades en el caso en que, por ejemplo, un material contenga solo una
proporcién de particulas con tamano en la nanoescala, o esté compuesto por
nanoestructuras que existen en un rango de tamafno mayor debido a la aglomeracién o

agregacion [6].

Desde su surgimiento, los términos nanotecnologia y nanociencia han sido
utilizados indistintamente. Sin embargo, la nanociencia se refiere al estudio de los
fendbmenos y la manipulacion de materiales en la escala atdmica, molecular y
macromolecular, mientras que la nanotecnologia se refiere al disefio, caracterizacién,
produccion y aplicacién de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de
la forma y el tamano en la escala nanométrica. De esta manera, la nanotecnologia
abri6 numerosas posibilidades de aplicacion en diversos ambitos, incluyendo la
electrénica, la informatica, la produccion de energia, la industria textil, la medicina, los

alimentos y la industria farmacéutica [1].

La nanotecnologia presenta un enorme potencial dentro del ambito de la salud,
especialmente mediante el desarrollo de nanoparticulas incorporadas en dispositivos
de diagnostico y como sistemas de vehiculizacion y liberacion de compuestos con
actividad farmacoldgica. El término nanoparticula se refiere a un material

macromolecular en que un compuesto activo es disuelto, entrampado, encapsulado o
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absorbido [7] y, por lo general, engloba a estructuras tales como nanoesferas y las
nanocapsulas. Las nanoesferas estdn compuestas por una estructura tipo matriz en la
cual el compuesto activo es absorbido o encapsulado, mientras que las nanocépsulas
son sistemas compartimentados en los que el activo se encuentra confinado en su

interior, rodeado por una membrana polimérica [8].

Asimismo, la incorporacién de compuestos activos en nanoparticulas posee
multiples ventajas, permitiendo la proteccibn del compuesto activo contra la
degradacién, el aumento de su solubilidad, bioaccesibilidad, biodisponibilidad, de su
vida media en circulacién, mejoramiento del perfil farmacocinético, absorcién y
biodistribucién, entre otras. Ademas, estos sistemas ofrecen la posibilidad de
interactuar con el organismo humano a escalas subcelulares (es decir, moleculares)
con un alto grado de especificidad [9]. Por esta razén, existe desde hace afos un
interés especial en la implementacién de la nanotecnologia en el diagndstico,
prevencion y tratamiento del cancer, con la esperanza de que promueva avances

importantes.

El cancer constituye un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento descontrolado y la multiplicacién de células anormales que invaden y, en
algunos casos, producen metastasis diseminandose a otras partes de cuerpo [10]. En
general, dentro de un tipo de tejido en particular, las células comparten ciertos
mecanismos moleculares que controlan los procesos normales de proliferacion,
diferenciacién y muerte celular. Cuando se producen alteraciones en estos
mecanismos a nivel molecular, bioquimico y/o celular, las células normales se
transforman en células con potencial capacidad de formar un tumor [10,11]. Se
denominan células neoplasicas a aquellas que contindan dividiéndose
independientemente de los estimulos de crecimiento externos normales. Las
neoplasias se clasifican en benignas cuando estan bien confinadas en el tejido, sin
capacidad de invasion [10]. En cambio, las neoplasias malignas exhiben una invasion
del tejido normal circundante, lo que puede progresar en la hiperproliferacion celular,
angiogénesis, potencial invasivo y lesiones metastasicas [11]. La metastasis, proceso
mediante el cual las células tumorales provenientes del tumor primario forman tumores
secundarios en partes distantes del cuerpo, es la principal causa de muerte por

cancer.

La neoplasia se desarrolla en pacientes durante largos periodos de tiempo y
generalmente esta precedida por el desarrollo de una o mas lesiones preneoplasicas
que incluyen hiperplasia, metaplasia y displasia [12]. La hiperplasia implica un

aumento en el numero de células en un érgano o tejido, frecuentemente en respuesta
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a factores de crecimiento u hormonas. Esto deriva en un aumento en el volumen (o
tamano) del 6rgano o tejido afectado. Si el estimulo cesa, la proliferacion celular se
detendra y el tejido hiperplasico retrocedera. Por otro lado, la metaplasia representa un
cambio reversible en los tejidos caracterizado por la sustitucién de un tipo de célula
adulta por otro tipo de célula adulta. Este tipo de lesiones se manifiesta como una
reaccion a una condicion adversa del tejido, en la que se reemplazan células sensibles
por células resistentes a dichas condiciones adversas. Por su parte, la displasia es una
lesion proliferativa caracterizada por un cambio en la forma, tamafo, maduracién de
las células e histoarquitectura del tejido. Si esta lesion permanece confinada dentro del
tejido normal, se clasifica como carcinoma in situ. En muchos casos, la displasia y/o el
carcinoma in situ se consideran precursores inmediatos de los canceres invasivos. Sin
embargo, no todas las lesiones displasicas se convertiran en una neoplasia maligna
[10], [12].

1.2. Cancer de mama

Entre los diferentes tipos de cancer que existen, el mas comun en las mujeres
es el cancer de mama (CM). Segun las ultimas estimaciones realizadas por la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), el nUumero
de nuevos casos de CM a nivel mundial durante el afio 2020 fue de aproximadamente
2,26 millones, lo cual representa un 11,7% entre todos los tipos de cancer. Por su
parte, el nimero de muertes producidas por CM en 2020 fue de alrededor de 685.000,
constituyendo un 6,9% sobre el total de muertes producidas por cancer durante ese
ano [13]. En Argentina, se reportaron cerca de 22.000 casos nuevos de CM durante el
2020 [13].

Es comunmente aceptado que no existe una Unica causa para el desarrollo del
CM, sino que es consecuencia de la acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que conducen a que células normales del tejido mamario se transformen
en células neoplasicas, que luego atraviesan distintas etapas histopatoldgicas, desde
la hiperplasia simple sin células atipicas, pasando luego por la neoplasia intraepitelial

hasta llegar finalmente al cancer invasivo o infiltrante.

Entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de CM, se encuentran los
genéticos, hormonales y ambientales. Los factores genéticos se refieren a mutaciones
en genes relacionados con procesos claves para el desarrollo normal celular,
principalmente en los genes BRCA-1 y BCRA-2, que codifican proteinas
multifuncionales que participan en los procesos de reparacién del ADN [14]. Con
respecto a los factores hormonales, se ha reportado que una exposicion prolongada a
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hormonas, principalmente estrégenos, puede conducir al desarrollo de CM. Por ultimo,
se pueden enumerar diversos factores ambientales que contribuyen al desarrollo de
esta patologia, como lo son el consumo de alcohol, el tabaquismo, el aumento de peso
luego de la menopausia, el sedentarismo, y la terapia de reemplazo hormonal [14].

El CM puede originarse en distintas areas de la mama: en los conductos
lacteos, los lobulillos o, menos frecuentemente, en el tejido intermedio. De acuerdo al
area involucrada, se identifican tres tipos histopatoldgicos principales: (i) carcinoma
ductal invasivo (IDC), siendo el tipo mas comun (75%), originado en los conductos
lacteos y de caracter invasivo ya que se inicia en la pared del conducto y la atraviesa
hacia el tejido mamario, (ii) carcinoma lobular invasivo (ILC), menos comun (10%),
originado en la pared del lébulo productor de leche y que luego atraviesa la pared
hacia otros tejidos, y (ii) mezcla ductal y tubular (IDC/ILC), el menos comun entre
todos (5%). Existen otros subtipos menos frecuentes, entre ellos el mucinoso, papilar,
medular, tubular y metaplasico [14].

Asimismo, a nivel molecular, los carcinomas mamarios se clasifican en base a
la expresién de ciertos biomarcadores, principalmente el receptor de estrogenos (RE),
el receptor de progesterona (RP) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo
2 (HER2). Actualmente, se reconocen y definen 5 subtipos intrinsecos de CM: Luminal
A (expresan RE y/o RP, y no expresan HER2), Luminal B (expresan RE y/o RP, y
expresan HER2), Basal (no expresan RE, RP ni HER2), HER2 enriquecido (no
expresan receptores hormonales RE ni RP, expresan HER2) y normal (menos comun
y controversial ya que el perfil de expresidbn de marcadores es similar al del tejido
mamario normal) [14], [15]. Estos subtipos moleculares a su vez se relacionan con el
pronostico de la enfermedad. La expresion de los receptores hormonales RE y RP se
relaciona con un buen pronéstico del CM, siendo factible la indicacion del tratamiento
por terapia hormonal. Por otro lado, la sobreexpresién de HER2 se relaciona a una
mayor agresividad biolégica, debido a que esta implicado a una mayor actividad
proteolitica y angiogénica, por lo que estos carcinomas tienen un peor prondstico.
Finalmente, el subtipo triple negativo (TNBC por las siglas en inglés de triple-negative
breast cancer) es una subclase dentro del subtipo basal, y es considerado agresivo en
cuanto a la dificultad de encontrar moléculas blanco para dirigir y efectuar el

tratamiento.

Actualmente existen diferentes terapias para combatir el CM, entre ellas la
cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, hormonoterapia y terapia dirigida.
Sin embargo, muchas de ellas involucran tratamientos agresivos y/o la administracion

de farmacos altamente tdxicos e inespecificos, lo que conduce a un deterioro general
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de la condicién del paciente. Es aceptado plenamente que la mejor forma de afrontar
la batalla contra el cancer es atacandolo desde distintos angulos, usando terapias y
tratamientos sinérgicos en los que se combina la accién simultanea de diferentes
agentes antitumorales. En este sentido, la nanotecnologia ofrece la posibilidad de no
sblo mejorar el perfil farmacocinético y farmacodinamico de drogas, sino también
promover la acumulacién selectiva del compuesto activo en el tumor, reduciendo los

efectos adversos indeseados.

1.3. Nanoparticulas de uso terapéutico: métodos de obtencion y
caracterizacion

En los dltimos afos, se han obtenido diferentes tipos de nanoparticulas para la
vehiculizacién de compuestos activos farmacéuticos. Desde el punto de vista de su
composicion quimica, las nanoparticulas pueden ser organicas o inorganicas. A su
vez, estos grupos incluyen sistemas de nanoparticulas que pueden clasificarse en (i)
nanoparticulas poliméricas, (ii) nanoparticulas basadas en lipidos, (iii) conjugados, (iv)
nanoparticulas virales, (v) nanoparticulas inorganicas, entre otras (Figura 1).
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anoparticulas N4 - poliméricas

basadas en lipidos

. Micelas
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de dxido de

5. Nanoparticulas
.. inorganicas
o )

-

Nanoparticulas
metalicas
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S droga-anticuerpo,
Lor
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iy
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Figura 1. Tipos de nanoparticulas de uso terapéutico, y ejemplos de cada tipo. Figura
modificada de Aghebati-Maleki y col. (2020) [16].
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La producciéon de nanoparticulas puede llevarse a cabo mediante diversas
metodologias dependiendo principalmente de la naturaleza de los materiales de
partida y la aplicacién deseada. En general, estas técnicas pueden ser clasificadas en
dos grupos: de arriba hacia abajo (fop-down) y de abajo hacia arriba (bottom-up)
dependiendo del enfoque fisicoquimico en cuestién [17]. Los métodos top-down
implican la ruptura o disgregacion de soélidos o liquidos (desde particulas grandes a
particulas mas pequefias) mediante la aplicacion de esfuerzos mecanicos, incluyendo
procesos como molienda, trituracion, homogeneizacién y extrusion. Son ampliamente
utilizados, pero presentan algunas limitaciones inherentes a la complejidad del
equipamiento requerido, y a las dificultades en la obtencidon de particulas con
propiedades estructurales definidas. Ademas, las fuerzas mecénicas aplicadas pueden
causar degradacion de los compuestos a incorporar en las nanoparticulas. Por otro
lado, los métodos bottom-up implican la construccion de nanoparticulas por
autoensamblaje o autoorganizacion de moléculas debido a cambios en las condiciones
ambientales, tales como el pH, fuerza idnica, temperatura o concentracion. Los
ejemplos mas comunes son la desolvatacién, la coacervacion y la formacion de
complejos. En general, los requerimientos de energia son menores que los requeridos
en estrategias fop-downy es posible tener mayor control sobre el tamano, morfologia y
estado fisico de las particulas [17].

Mediante métodos bottom-up es posible obtener nanoparticulas biopoliméricas,
formadas por la autoasociacion o autoensamblaje de uno o mas biopolimeros a partir
de una solucién acuosa de los mismos. Para esto, las condiciones de la soluciéon son
alteradas de forma tal que las interacciones biopolimero-biopolimero sean favorecidas
por sobre las interacciones biopolimero-solvente [18].

Por otro lado, la caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas es importante
ya que permite inferir sobre su estabilidad y perfil de distribucion en el organismo.
Entre las caracteristicas comunmente evaluadas se encuentran el tamafo, carga
eléctrica, morfologia, propiedades térmicas, eficiencia de encapsulacion y capacidad
de carga de compuesto activo. Las técnicas utilizadas para caracterizar

adecuadamente las nanoparticulas se detallan a continuacion.

Tamano. El tamafo de las nanoparticulas determina en gran parte su
biodistribucién al ser aplicadas en un organismo. Puede ser determinado mediante
métodos de dispersion de luz estdtica (SLS) y dindmica (DLS) o por diferentes
técnicas microscépicas. En general, se determina por SLS el tamano de
nanoparticulas de mayor tamano (d>200 nm) [19], mientras que DLS se emplea para
nanoparticulas mas pequenas (d<3.000 nm) [17]. Por DLS se mide el tamafo en
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términos del diametro hidrodinamico de las particulas, estando las mismas en
solucion. Por otro lado, pueden emplearse métodos microscdpicos, como microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electrénica de transmision (TEM) y
microscopia de fuerza atdmica (AFM). Sin embargo, las técnicas microscépicas no
constituyen un método adecuado para medir con precision el tamafo de

nanoparticulas, sino que sélo se obtiene una estimacion.

Morfologia. La forma de las nanoparticulas y caracteristicas morfolégicas
pueden ser observadas mediante las técnicas microscépicas anteriormente
mencionadas. Tanto TEM como SEM son técnicas de microscopia de gran resolucion,
que utilizan electrones que inciden en la muestra [20]. En el caso de TEM, los
electrones atraviesan la muestra y la deteccién de estos se realiza mediante un
detector colocado en forma posterior a la muestra, por lo que esta técnica brinda
informacion acerca de la estructura interna de las nanoparticulas. Por su parte, en
SEM, los electrones son transmitidos y detectados a cierto angulo, brindando
informacion sobre la porosidad, entrecruzamiento y textura de las nanoparticulas. Por
otro lado, AFM brinda informacién superficial puesto que la imagen se genera
mediante la medicion de la interaccion de un tip montado en un cantilever que recorre
la superficie de la muestra, previamente colocada y secada al vacio sobre un disco de

mica.

Carga eléctrica. Las nanoparticulas poseen cierta carga neta superficial por lo
que en solucién se rodean de iones de carga opuesta, formandose una doble capa
eléctrica. La medida del potencial de esta doble capa se denomina potencial ¢, y es
determinado mediante la aplicacion de un campo eléctrico y el analisis de la movilidad
electroforética de las particulas. Por lo tanto, el potencial ¢ constituye un parametro
qgue se informa como medida de la carga eléctrica, y depende de la fuerza idnica y del
pH del medio. Debido a que la carga neta superficial influye en la agregacién de las
nanoparticulas, el potencial ¢ permite estimar la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas. Si la carga neta es lo suficientemente grande, habra repulsién
electrostatica entre las nanoparticulas impidiendo su agregacion. En general, es
aceptado que nanoparticulas con un potencial {de £ 30 mV poseen muy elevada
estabilidad coloidal.

Propiedades térmicas. El conocimiento de las propiedades térmicas de las
nanoparticulas permite no sélo inferir acerca de la composicién de la nanoparticula,
sino también determinar su estabilidad y condiciones de almacenamiento [20]. Para
analizar las propiedades térmicas de nanoparticulas biopoliméricas se emplea
frecuentemente la técnica calorimetria diferencial de barrido (DSC). Particularmente,
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para nanoparticulas proteicas, mediante DSC es posible detectar transiciones y

temperaturas de desnaturalizacion térmica de las proteinas que las componen.

Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga. La eficiencia de
encapsulacion (EE) indica el porcentaje de compuesto activo que ha sido incorporado
en las nanoparticulas, con respecto al total agregado. Por su parte, la capacidad de
carga (LC) expresa la cantidad de compuesto activo incorporado por miligramo de
nanoparticulas, resultando util en términos de formulacion y establecimiento de dosis.
En general, EE y LC dependen tanto de la naturaleza del compuesto activo como de la
técnica utilizada para la produccién de nanoparticulas [20]. La determinacién de EE y
LC se realiza en forma indirecta, efectuando en primer lugar la separacién del
compuesto encapsulado en las nanoparticulas y el compuesto libre, para luego
cuantificar el compuesto libre.

1.4. Albumina sérica bovina

La albumina sérica bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin) es la
proteina mas abundante del suero bovino. Es una proteina globular de 65,5 kDa, muy
soluble en agua, y con un punto isoeléctrico de alrededor de 4,7 en agua a 25°C [21].

La proteina consiste en un monémero de 585 aminoacidos, con una estructura
terciaria que se asemeja a la forma de un corazén. Por cristalografia de rayos X puede
observarse que la estructura secundaria de BSA es predominantemente a-helicoidal
(67%), siendo los dominios restantes una mezcla de regiones flexibles entre
subdominios, no presentando hojas plegadas p ni glucosilaciones (Figura 2). La
estructura terciaria de BSA posee 3 dominios homdlogos principales: I, 1l y Il
compuestos por 10 a-hélices cada uno. Cada dominio se encuentra compactado en

dos subdominios, Ay B, con 4 0 5 a-hélices cada uno [22].

Figura 2. Estructura cristalografica de BSA. Imagen creada con Protein Data Bank (PDB), ID
3V03 [22] utilizando NGL Viewer [23] y RCSB PDB [23].
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En cuanto a su composicion de aminoacidos, BSA presenta un bajo contenido
de triptéfano (Trp) y metionina (Met), con un alto contenido en cisteina (Cys) y
aminoacidos cargados, como los acidos glutamico (Glu) y aspartico (Asp), lisina (Lys)
y arginina (Arg). La proteina posee en total 35 residuos Cys formando 17 puentes
disulfuro intramoleculares que le confieren una relativa estabilidad, presentando un

grupo —SH libre en la Cyssa.

BSA presenta una alta homologia estructural con su contraparte humana, la
albumina sérica humana (HSA, por su nombre en inglés: Human Serum Albumin),
presentando un 76% de identidad de secuencia (Figura 3) por lo que sus estructuras
tridimensionales son consideradas similares [25]. Debido a su origen enddégeno, HSA
es considerada segura para la administracion en humanos, y, en consecuencia, BSA
es generalmente usada como modelo para investigacién y desarrollo mientras que

HSA es la proteina que finalmente esta presente en el producto.
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Figura 3. Estructura tridimensional y dominios de HSA (a) y comparacion de secuencia
aminoacidica entre HSA y BSA (b). Figura modificada de Huang y col., 2004 [25].

Tanto BSA como HSA han sido ampliamente estudiadas en términos de su
estructura, estabilidad, unién a ligandos y cambios conformacionales en diferentes
condiciones, tales como pH del medio acuoso, temperatura, fuerza iénica y presencia
de agentes desnaturalizantes. Las transiciones conformacionales y estructurales de
BSA mas conocidas y caracterizadas son aquellas que se producen por influencia de
cambios en el pH y la temperatura.

En solucién acuosa, BSA se ve sometida a isomerizaciones conformacionales

reversibles producidas por cambios de pH (Figura 4) [26], [27]. Dentro del rango de
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pH 4,5-7,0, BSA se encuentra en su conformacion mas estable, llamada normal o
forma N, que es globular y tiene forma de corazén. A medida que disminuye el pH por
debajo de 4,0, ocurre una transicién a la forma de migracion rapida (forma F, del inglés
fast) [28], la cual se caracteriza por presentar mayor viscosidad y volumen, menor
solubilidad y una pérdida significativa en el contenido de a-hélices [29]. A valores de
pH menores a 3,5, ocurre otra transicion hacia la forma expandida o forma E, con
menor contenido de a-hélice y conformacion méas extendida. Por otro lado, cuando el
pH incrementa hasta valores comprendidos en el rango 8,0-9,0, BSA se despliega
adoptando la conformacion bésica o forma B que se caracteriza por una pérdida de
rigidez conformacional y aumento de la afinidad de unién a ligandos. Finalmente, a
valores de pH superiores a 9,0 y luego de 3-4 dias ocurre otra transicion hacia la
llamada forma envejecida o forma A (por aged-form). Adicionalmente, se reporté un
estado conocido como molten globule a valores de pH cercanos a 11,2 [30], en el cual
la proteina se encontraria en una conformacion extendida y flexible, con una gran

exposicion de superficies hidrofdbicas.

Normal (N)
55% a-hélice

. \.Aumento apH7.0

Sin estructura .
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cristalografia | 48% a-hélice

I Aumento a pH 10.0

Sin estructura
Aged (A) por

48% a-hélice | cristalografia

Expanded (E) 35% a-hélice

Figura 4. Relacion entre las conformaciones pH-dependientes de BSA. Figura modificada de
Pereira y col., 2003 [29].

Con respecto a la influencia de la temperatura, es bien conocido que BSA sufre
cambios conformacionales y estructurales al ser sometida a tratamiento térmico [31]. A
medida que se incrementa la temperatura por encima de 40°C, la estructura de BSA
se despliega siendo estos cambios reversibles en el rango de 42-50°C [32]. Los

cambios de naturaleza irreversible comienzan a temperaturas en el rango 52-60°C,
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donde ocurre fundamentalmente una disrupcién de la estructura o-hélice de la
proteina junto con la aparicién de elementos de cadena f extendida. A temperaturas
por encima de 60°C, el desplegamiento de BSA y la consecuente aparicién de
cadenas P lleva a un proceso de agregacion térmica, llamado frecuentemente -
agregacion, ya que se postula que la formacion de puentes de hidrégenos entre las
cadenas B tendria una contribucién fundamental en el proceso [33]. Mediante estudios
de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se ha determinado que la temperatura de
desnaturalizacién de BSA a pH fisiolégico (7,4) es de alrededor de 65°C [34].

La funcidn fisiolégica mas importante de BSA es mantener la presién oncética y
el pH sanguineo, siendo el principal regulador de la distribucién de fluidos entre los
compartimientos del cuerpo. Ademas, es capaz de unir y transportar una gran
variedad de compuestos enddgenos y exdgenos, incluyendo acidos grasos, metales,
aminodacidos, esteroides y drogas [35]. Esta capacidad de unién de compuestos de
naturaleza lipofilica ha sido explotada en las ultimas décadas para el desarrollo de
estructuras biocompatibles para el transporte y liberacién controlada de drogas. Dado
que la afinidad de union afecta la velocidad a la que se libera un farmaco en sitios de
catabolismo o accion farmacolégica, el estudio de unién de farmacos con albuminas
séricas es de gran importancia en el campo de la farmacologia y farmacodinamica. Por
esta razodn, en las Ultimas décadas se ha estudiado la unién de BSA y HSA a una
amplia variedad de ligandos naturales y sintéticos. Al respecto, se conoce que las
albuminas séricas tienen dos sitios de union, el sitio | y el sitio I, que se encuentran en
los subdominios IIA y llIA, respectivamente. Aunque difieren en sus afinidades,
parecen ser homologos tanto en BSA como en HSA [36]. El sitio | es espacioso y la
unién de ligandos estd predominantemente mediada por interacciones hidrofobicas;
mientras que el sitio Il es mas pequefo, y la unidn a este sitio a menudo se ve
fuertemente afectada por la estereoselectividad, involucrando una combinacién de
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas. Se ha
estudiado y caracterizado mediante técnicas espectroscépicas la interaccion de BSA 'y
HSA con pequenas moléculas de farmacos tales como gemcitabina, 5-fluorouracilo,
diazepam, ibuprofeno, cisplatino y otros [37], [38], [39]. Ademas, ha habido un interés
especial en el estudio de la interaccién con compuestos bioactivos naturales como los
polifenoles, principalmente flavonoides [40], [41]. Entre las técnicas espectroscopicas
utilizadas, a menudo se utilizan mediciones de fluorescencia intrinseca para obtener
constantes de afinidad de unién y parametros termodinamicos. Al respecto, se conoce
que BSA tiene dos residuos Trp (Trpiss ¥ Trpzi2) mientras que HSA tiene solo uno
(Trp214) ubicado en el subdominio IIA. Debido a su ubicacién, generalmente se asume
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qgue el microambiente fisicoquimico de Trpz12 en BSA es similar al de Trp214 en HSA.
La informaciéon concerniente a la union de estas proteinas a diferentes ligandos es
importante en términos de capacidad de carga de las estructuras basadas en albumina

sérica utilizadas para la administracion de farmacos.

1.5. Nanoparticulas basadas en proteinas: albuminas séricas

Las proteinas se encuentran entre los biopolimeros mas utilizados en la
produccion de nanoparticulas de uso terapéutico, debido a que presentan una elevada
tasa de absorcion, biocompatibilidad con el organismo humano y sus productos de
degradacion son inocuos. Ejemplos de ellas son la gelatina, el colageno, la caseina, y

las albuminas.

Las proteinas globulares que pertenecen a la familia de las albuminas resultan
atractivas para la vehiculizacién de compuestos bioactivos lipofilicos ya que presentan
la propiedad intrinseca de unir, transportar y/o vehiculizar este tipo de compuestos
bajo la forma de complejos proteina-ligando, una propiedad que posiblemente esté
vinculada con una funcién biolégica [42], [43], [44], [45]. También son capaces de unir
ligandos cargados positiva 0 negativamente mediante interacciones electrostaticas,
debido que poseen un alto contenido de aminodacidos cargados (por ejemplo, Lys, Arg,
Asp y Glu) [43], [46]. Otra ventaja que presentan es que se encuentran disponibles en
diversas fuentes como en la clara de huevo (ovoalbumina), la leche (lactoalbuminas),

suero (albuminas séricas) y también en legumbres como la soja.

Dado su origen sérico, las nanoparticulas de albuminas séricas se han
empleado especialmente para la vehiculizacién de compuestos bioactivos y farmacos
de administracién parenteral. Adicionalmente, otras ventajas que presentan estos
sistemas son sus métodos de preparacion sencillos y reproducibles, y la presencia de
grupos reactivos (tiol, amino y grupos carboxilicos) sobre sus superficies, los que
pueden usarse para la conjugacion de farmacos, ligandos o para realizar alguna otra
modificacién quimica [46].

Entre los métodos mas comunes para la produccion de nanoparticulas de
albiminas de uso terapéutico se encuentran la emulsificacion y desolvataciéon. La
emulsificacion involucra la formacién de emulsiones utilizando aceite como fase
dispersa o a través de homogeneizadores de alta presién. Por su parte, en el método
de desolvataciéon o coacervacion se utiliza un solvente como etanol o acetona, para
separar la proteina y suele emplearse glutaraldehido como agente entrecruzante a fin
de estabilizar las nanoparticulas. En 2005, la Administracion de Drogas y Alimentos
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(FDA) en EE.UU. aprob6 la comercializacion de nanoparticulas de albumina que
vehiculizan paclitaxel bajo el nombre comercial Abraxane, para el tratamiento de
cancer de mama metastasico. Esta tecnologia, conocida en inglés como nanoparticle
albumin-bound o nab-technology, consiste agregar gota a gota una suspensién de la
droga a encapsular a una dispersién acuosa de albumina pre-saturada con cloroformo
para luego formar una nanoemulsién utilizando un homogeneizador de alta presion.
Ademas de los mencionados, existen otros métodos, como el método de
autoensamblaje, gelificacién térmica, y secado por nanoaspersion, que son menos
comunes. En general, los métodos utilizados emplean solventes y reactivos
potencialmente toxicos (por ejemplo, el glutaraldehido), que luego deben ser

eliminados.

En los dltimos anos, se han obtenido nanoparticulas de albumina sérica, tanto
de origen humano (HSA) como bovino (BSA), las que han mostrado muchas ventajas
como vehiculo natural, biocompatible y biodegradable [47]. Se han utilizado diferentes
métodos para la produccién de nanoparticulas tanto de BSA (Tabla 1) como HSA
(Tabla 2) aplicadas a la vehiculizacién de una amplia variedad de drogas citotoxicas y
compuestos bioactivos naturales con actividad antitumoral.

Tabla 1. Ejemplos de nanoparticulas de BSA para la vehiculizacion de compuestos activos
antitumorales, presentados en orden cronoldgico.

, Material Compuesto Caracteristicas
Método complementario Efecto activo reportadas Ref.
. . Liberacion ) Tamano: 210 nm
Desolvatacion Ninguno controlada 5-fluoruracilo EE= 27.5-30,0% [48]
. ] Aumento de : Tamafo: 160-180 nm
Autoensamblaje| Octaldehido solubilidad acuosa. Paclitaxel EE = 90,5% [49]
. L Disminucion de . Tamafo: 90 nm
Conjugacion Dextrano toxicidad Doxorubicina EE=74,4-97,2% [50]
Aumento de la
solubilidad acuosa. Tamafio: 210 nm
Desolvatacion Folato Direccionamiento Paclitaxel o [51]
S EE = 95,3%
hacia célula
tumoral.
Aumento de la Tamano: 200 nm
Desolvatacion Ninguno solubilidad acuosa y| Curcumina EE - 86429 [52]
biodisponibilidad. T omnere
Liberacion
Folat tcor_l;rolidetl_ y'd g Tamafo:195,3 nm
s olato sostenida. Activida _ %
Desolvatacion Glutaraldehido citotoxica Bexaroteno !-ilé__ 6‘)15,7250// [53]
(apoptosis) sobre T hivie
células MCF-7.
Aumento de , .
L . . - Catequina Tamano: 45-48 nm
Desolvatacion Ninguno citotoxicidad y Epicatequina EE = 54.5-60,5% [54]
estabilidad térmica.
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Tamarno: 250 nm
Nab-technology Paclitaxel soﬁjtérirl}ggéoadci:)asa. Curcumina EE = 88,6-96,5%, [55]
Reduccion del dafo
oxidativo celular y
Desolvatacien | Quitosano expresion de  |Polifenoles de| Tamano: 285-2942 nm [56]
proteina pro- té verde EE = 25,7-26,1%
apoptotica en
ratones
Desolvatacion Ninguno L'rk;i;aféos?ae(?génoﬂ;) | Cisplatino Tag;r:?b%\?/onm [57]
Desolvatacién | Acido félico Incremento de Curcumina | Tamano:146-198 nm 58]
modificada actividad citotoxica | (analogo) EE = 78%
Desolvataciony| 4 .. ... . Aumen.to_ .de Crisina "
conjugacion Acido félico | biocompatibilidad y Tamano: 127 nm  |[59]
citotoxicidad
Liberacion
sostenida. Aumento
Desolvatacion Ninguno de citotoxicidad Crisina Tamafo: 97,5 nm [60]
sobre células
tumorales
Aumento de la T "o 92
. . solubilidad acuosa. . amano: 9z nm
Coacervacion Ninguno Aumento de Curcumina EE = 78,12% [61]
citotoxicidad.
Incremento de la . : P
Desolvataciony| 4 ..t actividad Ginsenoside Tamano._201°,4 nm
. 9 cido folico , o Rg5 EE = 74% [62]
conjugacion antitumoral (in vitro DL 64 9%
e in vivo) B °
Resistencia a la
digestion
- . gastrointestinal in . )
gi?g_%ehlglsl :ncwzliliopfe%l’licr?a vitro. Incremento de| Curcumina TamanEo[.E8_9,156835,6 nm [63]
la captacion celular. - °
Induccién de
apoptosis.
Internalizacion en
Precipitacis c Cé!)‘;'las-, , Tamafio: 150 nm
recipitacion . ombinacion _ o
anti-solvente Paclitaxel sinérgica de la Resveratrol EE = 98’2t/° 641
actividad de ambos LC =1,54%
farmacos.

Tabla 2. Ejemplos de nanoparticulas de HSA para la vehiculizacion de compuestos activos
antitumorales, presentados en orden cronolégico.

Material

Compuesto

Caracteristicas

Méetodo complementario Efecto activo reportadas Ref.
Aumento de la
Nab-technology Ninguno solubilidad acuosay | Paclitaxel Tamano: 130 nm  ([65]
biodisponibilidad
Aumento de la 00
2 . solubilidad acuosa y .. [Tamafo: 150-500 nm
Desolvatacion Ninguno de la actividad Doxorubicina EE > 95% [66]
antitumoral
Aumento de la . 150
ili amarno: 130- nm
Nab-technology Ninguno solubilidad acuosa. Curcumina [67]

Acumulacién en
tumores (in vivo).

LC=3,1-14,1%
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Direccionamiento
hacia tumor.

. Péptido RGD .
Autoensamblaje - , Aumento de la L Tamano: 30 nm
Conjugacion POI'?EIE?EQ)’“COI captacion y retencion Doxorubicina LC= 56,2-62,3% [68]
en células de
melanoma humano.
Desolvatacion Ninguno Dwecc;gg\e/acr)’mento Plasmido  [Tamafo: 200-220 nm|[69]
Incremento de la
e , solubilidad acuosa, o Tamarfo: 220 nm
Desolvatacién Ninguno selectividad y Fisetina EE = 84% [70]
citotoxicidad.
Liberacion B
Emulsificacion controlada, Tamano: 165,6 nm
Desolvatacion Folato incremento del Curcumina EE = 88,7% [71]
Conjugacion tiempo de retencion LC =7,9%
in vivo.
Aumento de
: captacion celular y
. Peptido RGD . 5
Desolvatacion P tiempo de Tamano: 120 nm
Entrecruzamiento PO“?EE&?“COI circulacion. Efectos Resveratrol EE = 62,5% [72]
citotoxicos
(apoptosis).
Aceite de oliva Aumento de la . ~
Desolvatacion Glutaraldehido captacioén celulary | Curcumina Tamarfio: 169 nm |[73]
de la citotoxicidad
Aumento de la Tamarno: 138,6 nm
Nab-technology | Acido oleico | captacién celulary Gefitinib EE = 85% [74]
citotoxicidad. LC = 6%
Abt | Q_Ll{ged”to de Tamano: 281,7 nm
L ptamero solubilidad acuosa 'y . ~71%
Desolvatacion HER.-2 estabilidad. Curcumina |_ECE- 37115/ [75]
Liberacién sostenida. T
g Aumento de Tamario: 198 nm
Desqlvata(_:[on Folato CItOt.qXICIdad’ Artemether EE=77% [76]
Conjugacion captacion celular y LC = 6%

tiempo de retencion.

Como puede observarse en las tablas, las nanoparticulas de BSA y HSA

permitieron mejorar ciertas propiedades del compuesto activo, como su solubilidad en

agua, captacién e internalizacién celular, tiempo de circulacion y retencién, y el

aumento de su actividad citotoxica sobre células tumorales, en algunos casos, sin

ejercer efecto sobre células normales. Ademas, en los ultimos afos se ha evaluado la

incorporacién de otros materiales complementarios de la matriz de la nanoparticula,

como polisacéridos (dextrano, quitosano, etc.) y ligandos superficiales. Los ligandos

como el acido félico, péptidos y aptameros permiten el direccionamiento activo de las

nanoparticulas hacia el tumor, mientras que la adicién de moléculas de polietilenglicol

(PEG) permite la evasion del reconocimiento por parte del sistema inmune. Esta ultima

modificaciébn es de relevancia principalmente en nanoparticulas de BSA, dado su

origen bovino.
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A partir de las tablas puede deducirse que el método mas utilizado para la
obtencion de nanoparticulas de albumina sérica es la desolvataciéon. Por lo tanto, el
estudio de nuevos métodos de obtencion de nanoparticulas a partir de albuminas

constituye un area de vacancia, de interés en el ambito cientifico-tecnologico.

1.6. Compuestos lipofilicos naturales con propiedades antitumorales:
flavonoides

Desde la antigiiedad se han utilizado extractos de plantas medicinales para
prevenir o tratar ciertas enfermedades. Los beneficios terapéuticos de estos extractos
fueron atribuidos a la presencia de ciertos compuestos bioactivos [77]. En patrticular,
se conoce que ciertos compuestos del metabolismo secundario de plantas
(fitoquimicos) presentan actividad antitumoral. Esto se ve reflejado en la menor
incidencia de cancer de prostata, colon y mama en los paises asiaticos, donde el
consumo de frutas, vegetales, te y hierbas es elevado, en comparacién con los paises
occidentales [78].

En base a esto, en las ultimas décadas ha habido un interés especial en
estudiar el potencial rol terapéutico de compuestos fitoquimicos en la prevencion y
tratamiento del céncer. En este sentido, se define a la quimioprevencion del céncer
como una intervencién farmacoldgica utilizando compuestos sintéticos o naturales que
pueden prevenir, inhibir o revertir la carcinogénesis [77]. Esta accion preventiva podria
incluir un efecto de reversion de lesiones preneoplasicas, impidiendo el desarrollo de
una neoplasia maligna y posterior cancer invasivo. En general, a pasar de su elevado
metabolismo, se asume que los compuestos naturales son mas seguros que los
compuestos sintéticos debido a su presencia en diversos alimentos, y a su amplia
disponibilidad y tolerabilidad. Otra ventaja que presentan es la ausencia de efectos
adversos indeseados, en comparacion con los producidos por los farmacos citotoxicos
utilizados en las terapias actuales contra el cancer [79].

Dentro de los fitoquimicos conocidos, se encuentran los compuestos fendlicos,
entre los que se destacan los flavonoides por poseer multiples actividades biolégicas
promotoras de la salud. Los flavonoides estan presentes naturalmente en plantas
comestibles, incluyendo frutas, vegetales, legumbres, hierbas y especias, por lo que
constituyen una parte integral de la dieta humana [77]. Poseen una estructura quimica
de benzo-y-pirano, con un esqueleto basico de 15 atomos de carbono (C6-C3-C6)
constituido por dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un puente de 3 atomos de
carbono que puede formar o no un heterociclo C (pirano) [77], [79] (Figura 5).
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Figura 5. Estructura basica de los flavonoides. Elaboracion utilizando ChemDraw Professional
(PerkinElmer, 2017).

En las plantas, la base estructural de estos compuestos deriva de dos vias
biosintéticas diferentes: la via del acido shikimico y la via del acetato-malonato [80],
derivandose mas de 4.000 estructuras de flavonoides [77]. Dependiendo del grado de
oxidacion del anillo C, la posicién en la que se une el anillo B al anillo C y la presencia
de sustituyentes en los anillos A y B, los flavonoides pueden ser clasificados en
subclases que incluyen antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
flavanoles, isoflavonas y chalconas y derivados glucosilados (Figura 6) [79]. En la
mayoria de estos compuestos, las posiciones 5y 7 del anillo A, 3’, 4’ y 5’ del anillo B, y
las posiciones 3 y 2 del anillo C son reemplazadas por grupos hidroxilo.

En las plantas, los flavonoides estdn presentes principalmente en forma de
glucosidos, unidos a azucares de 5 o 6 atomos de carbono, cumpliendo en ellas
funciones de proteccion frente a la luz UV y defensa contra organismos fitopatégenos.
La forma glucosilada es relativamente hidrofilica lo que le confiere cierta solubilidad en
agua, mientras que la forma libre (aglicona) es altamente hidrofobica.

Los flavonoides presentan multiples efectos bioldgicos beneficiosos sobre la
salud, incluyendo actividad antioxidante, antiinflamatoria, inmunomoduladora,
antidiabética, antiviral, antibacteriana, antitumoral, proteccién vascular y cardiaca,
entre otras [80], [77], [81]. Muchos estudios también han reportado propiedades
notables y significativas de los flavonoides como agentes anticancerigenos y/o
quimiopreventivos, sugiriendo una correlacién positiva entre un menor riesgo de

cancer y una dieta basada en flavonoides [81].
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Figura 6. Estructura basica de subclases de flavonoides. Figura modificada de Kikuchi y col.,
(2019) [79].

Ciertos flavonoides como las flavonas e isoflavonas han recibido particular
atencion ya que se les atribuye un rol de proteccién frente al cadncer de mama [78].
Entre ellos, la flavona Cris y la isoflavona Gen han mostrado actividad antiproliferativa

sobre lineas celulares de cancer de mama (in vitro) y reduccion de tumores (in vivo).

Entre los mecanismos antitumorales de los flavonoides, se destacan la
inhibicion de la actividad de enzimas quinasas involucradas en la regulacién del ciclo
celular (principalmente serina-treonina y tirosina quinasas), actividad antiproliferativa
sobre células tumorales, induccion de apoptosis, inhibicion de la angiogénesis y accion
sobre otros factores que contribuyen a la migraciéon de células tumorales e invasion de
tejidos produciendo metastasis [78]. Ademas, los flavonoides han mostrado actividad
citotéxica hacia diversas células cancerosas humanas con poco o nulo efecto sobre
células normales. Por lo tanto, existe un interés en el desarrollo de potenciales
agentes quimiopreventivos y quimioterapicos basados en flavonoides para la
prevencion y/o tratamiento del cancer [82], [83].
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1.7. Bioaccesibilidad y biodisponibilidad de flavonoides

El efecto beneficioso de los flavonoides presentes en la dieta dependera en
gran parte de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad en el cuerpo una vez ingeridos. La
bioaccesibilidad se refiere a la fraccién de compuesto activo que es capaz de liberarse
de la matriz alimentaria y atravesar la barrera intestinal. Por su parte, la
biodisponibilidad implica la absorcion del compuesto, llegando a la circulacion
sistémica, para luego acceder al sitio diana y ejercer su funcion [84]. Por lo tanto,
estos factores deben tenerse en cuenta en cualquier interpretacion del potencial efecto
sobre la salud de los flavonoides, asi como también en el disefio de estrategias para

mejorar su administracion.

Al encontrarlos en una gran variedad de alimentos, los flavonoides son parte de
la dieta humana, estimandose que su consumo es de aproximadamente 1 g por dia
[81]. Sin embargo, en plasma y tejidos corporales estan presentes en cantidades muy
por debajo de los niveles requeridos para que resulten en niveles farmacol6gicamente
significativos. Esto es debido en gran parte a ciertas caracteristicas de su

metabolismo.

Luego de ser ingeridos, los glucésidos de flavonoides presentes en los
alimentos son hidrolizados a sus respectivas agliconas por la microflora intestinal o
colénica antes de su absorcion en el tracto gastrointestinal [80], [79]. Una vez
absorbidos, los flavonoides son metabolizados mediante reacciones de conjugacion,
principalmente por glucuronidacién y por sulfatacion. Esta conjugacion ocurre primero
en el intestino delgado y los conjugados son transportados al higado, donde se
metabolizan aun més. Los metabolitos producidos junto con los flavonoides que no
son absorbidos (tanto glucésidos como agliconas) pueden ser excretados por via biliar
o urinaria. Los conjugados de mayor tamafno son preferentemente eliminados en la
bilis, mientras que los conjugados pequefios como los monosulfatos son excretados en
la orina [80]. Cuando se excretados por via biliar, los flavonoides pasan al duodeno y
son metabolizados por bacterias intestinales, lo que resulta en su fragmentacion y/o
hidrélisis. Los metabolitos resultantes pueden ser reabsorbidos y entrar en un ciclo
enterohepatico o ser excretados por heces (Figura 7). Por lo tanto, su elevado
metabolismo y baja absorcion limitan la biodisponibilidad de los flavonoides.
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Figura 7. Representacién esquematica del metabolismo de los flavonoides. Figura modificada
de Cazarolli y col. (2017) [80].

Por otro lado, la administracién de flavonoides por otras vias tiene como
principal obstaculo la baja solubilidad en medio acuoso que presentan estos
compuestos en su forma aglicona. Ademas, se conoce que son susceptibles a ser
modificados por factores ambientales, como la temperatura, el pH y la luz [85]. Por lo
tanto, se requieren estrategias que permitan solucionar problemas de insolubilidad
(mejorando la biodisponibilidad del bioactivo), aumentar su estabilidad quimica y su
proteccion contra la biodegradacién y rapida excrecion. En este sentido, la
nanotecnologia ofrece la posibilidad de vehiculizar flavonoides e incorporarlos en
matrices acuosas, controlando parametros que inciden en su aplicacion como

promotores de la salud.
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1.8. Factores que afectan a la biodistribucion y biodisponibilidad de
nanoparticulas en aplicaciones contra el cancer

Para el desarrollo de sistemas de vehiculizacion de drogas y compuestos de
interés terapéutico es de gran importancia el estudio de las interacciones entre las
nanoparticulas y los sistemas biolégicos (interacciones nano-bio) [86]. Asimismo,
considerar los parametros fisicoquimicos de las nanoparticulas que influyen sobre su
biodistribucién y biodisponibilidad dentro de un organismo. Resulta de particular
interés, para el disefio de nanoparticulas utilizadas en terapias contra el cancer,
conocer las relaciones entre estas propiedades y las caracteristicas biolégicas propias
de la patologia a fin de lograr la acumulacién preferencial de las nanoparticulas en

tumores.

Las formas de administracion mas frecuentes de las nanoparticulas de uso
terapéutico son la via oral y parenteral. Las nanoparticulas administradas por via oral
deben presentar estabilidad bajo condiciones de digestion gastrointestinal a la vez que
deben ser capaces de atravesar el epitelio intestinal para alcanzar la circulacién
sistémica [87]. Por su parte, la administracién parenteral constituye la via mas directa

para la administracion de nanoparticulas.

Una vez en la circulacion sistémica, las nanoparticulas deben atravesar ciertas
barreras biolégicas para acceder al sitio donde ejerceran su accion. En general, el
objetivo que se persigue es lograr que las nanoparticulas tengan un tiempo de vida
media en circulacién prolongado, de manera tal de permitir un mayor tiempo de
residencia, favoreciendo la interaccion con el sitio diana. En el caso de las
nanoparticulas aplicadas en terapias contra el cancer, el sitio diana es el tumor,
pudiéndose distinguir 3 etapas en la vehiculizacion hacia tumores: (i) circulacién
sistémica e interaccién con el sistema fagocitico mononuclear (SFM), (ii) extravasacién

hacia el tumor, (iii) interaccién con la célula diana [88] (Figura 8).

En la primera etapa, para que las nanoparticulas puedan permanecer un mayor
tiempo presentes en el torrente sanguineo deben evadir la eliminacién renal, el
reconocimiento por parte de componentes del sistema inmunoldgico y la captacién
hepatica. El limite de tamano para la filtracién en el rindn es de entre 5 nm y 20-30 nm
[88], [89], [87]. Ademas, las nanoparticulas en circulacidbn son susceptibles a ser
opsonizadas, es decir, cubiertas por proteinas séricas (albumina, fibrinégeno,
inmunoglobulinas, apolipoproteinas, etc.) que se absorben a la superficie, formando lo
gue se denomina corona proteica [16].
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Figura 8. Etapas de la vehiculizacion de nanoparticulas hacia tumores, luego de administracién
por via parenteral intravenosa (i.v). SFM: sistema fagocitico mononuclear. PIl: presion
hidrostatica intersticial. Figura modificada de Ernsting y col. (2013) [88].

Luego, son eliminadas por células del sistema inmune, particularmente por
macroéfagos pertenecientes al SFM, presentes principalmente en el higado y bazo [89],
[90], [88]. Se conoce que el grado de opsonizacion decrece con el tamafno de la
nanoparticula, por lo que es generalmente aceptado que nanoparticulas de un tamano
en el rango 100-200 nm presentaran baja opsonizacion y eliminacion por el SFM [88].
Finalmente, las nanoparticulas en circulacién deben evadir la captacion por parte del
higado. Al respecto, se ha reportado que nanoparticulas con un tamafno menor a 100
nm son capaces de atravesar el endotelio sinusoidal hepético, produciéndose su
acumulacion en el higado. De esta manera, controlando el tamafio de las
nanoparticulas, es posible que las mismas atraviesen barreras bioldgicas a través de
procesos de difusidn, extravasacion y evasion de la filtracion renal y hepéatica.

En la segunda etapa, para ejercer su accidbn en el sitio diana, las
nanoparticulas deben extravasarse hacia el tumor atravesando el endotelio vascular,
el cual constituye la monocapa de la superficie interna de los vasos sanguineos. El
endotelio vascular presenta una morfologia diferente en los distintos érganos,
pudiendo ser continuo, fenestrado o discontinuo. El endotelio continuo se caracteriza
por poseer células endoteliales fuertemente conectadas unas con otras, y se
encuentra principalmente en vasos, arterias y pulmones [90]. Por otro lado, los
organos implicados en procesos de filtracion o excrecion, como las glandulas, la

mucosa gastrica e intestinal, los glomérulos y rifiones poseen endotelio fenestrado.
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Las fenestraciones son poros transcelulares, que se extienden a través del grosor total
de la célula endotelial formando una abertura de aproximadamente 60 nm. [91]. En
tejidos sanos, las nanoparticulas de tamafo mayor a 60 nm no podran atravesar el
endotelio vascular, siendo las mas grandes (400-600 nm), preferentemente filtradas
por el bazo. Sin embargo, es conocido que ciertos estimulos producidos durante el
desarrollo tumoral y procesos inflamatorios resultan en procesos de angiogénesis
(formacion y crecimiento de vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos
preformados) que conducen a la formacion de una neovasculacién defectuosa, con
fenestraciones de entre 300 y 700 nm [90]. Este proceso da origen a lo que se
denomina “efecto de retencién y permeabilidad aumentada” (EPR, por las siglas en
inglés de enhanced permeability and retention effect). Debido al efecto EPR,
nanoparticulas con tamafos en un rango de 70-200 nm serian capaces de atravesar
las fenestraciones, difundir hacia los tumores y acumularse en ellos [89] (Figura 9).

Tamafo cut-off

e i

mm m.m.m.m

Vasculatura normal Vasculatura con fenestraciones amplias
(las nanoparticulas pueden atravesar el
endotelio hacia el espacio intersticial)

Figura 9. Esquema del efecto EPR. Figura modificada de Alexis y col. (2008) [90].

Otro factor que influye en la biodistribucion sistémica de las nanoparticulas es
la forma, debido a que afecta a su comportamiento hidrodinamico [88]. Mientras que
una forma esférica o elipsoide favorece los procesos de internalizaciéon celular, una
forma filamentosa o mas alargada puede favorecer en algunos casos la evasion del
reconocimiento por parte de los macrofagos vy la filtracién esplénica. Con respecto a la
carga eléctrica, es conocido que la carga neta superficial de las nanoparticulas,
medida como potencial ¢, puede afectar a su interaccién con la célula diana y a su
reconocimiento y eliminacion por parte del sistema fagocitico nuclear. Es conocido que
cargas eléctricas positivas (potencial £ > 10 mV) promueven una tasa mayor de
internalizacién celular [90]. Esto es en gran parte debido a que la carga positiva
permite la interaccion de la nanoparticula con proteinas de la matriz extracelular, de

carga negativa. Por otro lado, se asume que nanoparticulas negativas (potencial ¢ <
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10 mV) presentan mayor atracciébn por proteinas séricas favoreciendo su
opsonizacion. Por lo tanto, en el rango de potencial £ + 10 mV, las nanoparticulas
serian capaces de evadir el SFM, presentando tiempos de circulacion mas largos [88].
Adicionalmente, las nanoparticulas pueden atravesar el endotelio vascular mediante
su unién a ciertos receptores de superficie. Especialmente para la internalizacion de
albuminas, se ha identificado el receptor gp60, constituido por una glicoproteina de
membrana de 60 kDa que es capaz de unir albuminas y mediar su traspaso a través
del endotelio vascular, lo cual cumpliria funciones en la regulacion de la permeabilidad

capilar [91].

Por ultimo, luego de la extravasacion y penetracion en el tumor, la
nanoparticula debe interactuar con la célula diana. S6lo moléculas pequefas y
particulas menores a 1 nm pueden atravesar la membrana celular por difusion pasiva
[92], por lo que las nanoparticulas de mayor tamafo ingresaran a la célula
fundamentalmente por endocitosis, que es el proceso por el cual la membrana celular
envuelve a una particula externa, y la internaliza. Las particulas mas grandes pueden
ingresar a la célula por fagocitosis 0 macropinocitosis [88], [92]. La fagocitosis es
realizada principalmente por células especializadas (macréfagos, neutrofilos y células
dendriticas), para internalizar patégenos y restos celulares. Por su parte, la
macropinocitosis esta regulada por filamentos de actina. Particulas mas pequenas son
internalizadas por endocitosis que, a su vez, puede ser (i) mediada por clatrinas, (ii)
mediada por caveolinas, (iii) mediada por receptor, o (iv) no especifica (Figura 10).

Fagocitosis Macropinocitosis Dependiente de o
clatrina  Mediada por Difusion pasiva
Dependiente de receptor \
K ‘\ caveolinas } | No especifica
- e
N e
N
B 5
i
\B ¥
k g
A
Ligando i‘,}-ﬂ’\
Receptor
\2 ¥
W Clatrina £ .
Caveolina

Caveolina-2
Filamento de
actina

Figura 10. Mecanismos posibles de internalizacién celular de nanoparticulas. Figura
modificada de Zhang y col. (2015) [92].

36



INTRODUCCION

La distincion del mecanismo de endocitosis por el cual una nanoparticula es
internalizada es importante ya que en cierta medida determina el compartimiento de
destino subcelular. En dependencia del mecanismo utilizado, la nanoparticula puede
ser posteriormente captada por un lisosoma, lo cual produciria su degradacién parcial
o total en este compartimiento. En este sentido, es importante destacar que las
nanoparticulas interiorizadas por endocitosis mediada por clatrina son destinadas al
compartimiento lisosomal [88]. Ademas, la endocitosis dependiente de caveolinas y de

clatrina involucran importantes cascadas de sefalizacion posteriores [92].

Ademas del tamaro, otras variables que influyen en la interaccion de una
nanoparticula con la superficie celular incluyen la forma, rigidez, carga superficial y la
presencia de ligandos o grupos superficiales [86], [92]. Al respecto, se conoce que
ligandos como el acido folico, albumina y colesterol presentes en la superficie de
nanoparticulas pueden facilitar la captacién a través de endocitosis mediada por
caveolina, mientras que los ligandos para glicorreceptores promueven la endocitosis

mediada por clatrina [88].

1.9. Modificacién superficial de nanoparticulas

En los ultimos anos, el disefio y desarrollo de sistemas de nanoparticulas de
uso terapeéutico ha avanzado hacia la modificacién de su superficie, a fin de mejorar
sus propiedades, y lograr su direccionamiento o vectorizacion. En este sentido, el
direccionamiento (targetting) de nanoparticulas se refiere a la modificacién superficial
dirigida a la localizacion especifica de las mismas en un sitio deseado, evitando su
distribucion inespecifica por todo el organismo [93].

Se distinguen dos tipos de direccionamiento: pasivo y activo [94]. En el
direccionamiento pasivo, ciertas caracteristicas fisiologicas o anatémicas favorecen el
acceso preferencial de las nanoparticulas al sitio de accidon. En nanoparticulas
utiizadas en el tratamiento del céncer, ciertas caracteristicas fisiopatoldgicas
promueven la acumulacion preferencial de las mismas en el tumor o efecto EPR.
Ademas, el microambiente de los tejidos tumorales presenta condiciones
fisicoquimicas diferentes a la de los tejidos sanos, como Io son una temperatura mas
alta (>40°C) y un pH mas acido (alrededor de 5,4), lo cual puede ser utilizado para
liberar un compuesto activo a partir de nanoparticulas con capacidad estimulo-
respuesta [16], [20]. Estas nanoparticulas son disefiadas de manera tal que se
mantengan inactivas en circulacion, y liberen la droga en respuesta a un estimulo (pH,

temperatura) al acceder al sitio de accion.
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Por otro lado, el direccionamiento activo consiste en acoplar una molécula o
ligando en la superficie de la nanoparticula, que interacciona con un receptor o grupo
especifico sobre la superficie de la célula diana, promoviendo la internalizacién celular
por endocitosis mediada por receptor [94]. En general, se utilizan ligandos que tengan
especificidad de interaccion con moléculas que se encuentren preferentemente en
células tumorales, no encontrandose en células normales. Algunos ejemplos de
ligandos frecuentemente utilizados son: el &cido folico, cuyo receptor se encuentra
sobreexpresado en tumores de cancer de mama, ovarios, pulmon, cuello uterino, entre
otros [93], biotina (ya que su receptor se encuentra expresado en muchos tipos de
tumores), anticuerpos con especificidad para ciertos marcadores tumorales, tales
como el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), péptidos,

aptémeros, entre otros.

Asimismo, tal como se menciond anteriormente, el SFM presente en el higado
y el bazo representa un obstaculo importante en la biodisponibilidad y biodistribucién
de las nanoparticulas debido a su capacidad para reconocer estos sistemas,
eliminarlos rapidamente de la circulacion sistémica y, en consecuencia, limitar su
acceso al sitio diana [90]. Una estrategia para evitar esto es la modificacién superficial
de las nanoparticulas, ya sea mediante la adicién o el recubrimiento de polimeros
hidrofilicos a la superficie o el recubrimiento de la nanoparticula con polimeros [8]. Se
conoce que la unién de moléculas de polietilenglicol (PEG) a nanoparticulas de uso
terapéutico permite aumentar la hidrofilicidad superficial y mejorar la vida media en
circulaciéon al disminuir las interacciones con proteinas plasmaticas y con el SFM,
evitando asi el reconocimiento y remocién de las nanoparticulas por parte del sistema
inmune [95], [96], [97].

En este contexto, el presente trabajo de tesis aborda el estudio de la obtencién
de nanoparticulas de BSA mediante un proceso de autoensamblaje de mondémeros
inducido por tratamiento térmico, para la vehiculizacion de compuestos flavonoides,
contemplando aspectos de disefio que permitan su potencial administracién por via

parenteral en terapias de prevencion y/o tratamiento del cancer de mama.

38



2. OBJETIVOS




OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Reunir conocimientos, desde un punto de vista basico y aplicado, que
conlleven a la obtencion y caracterizacion estructural de nanocomplejos formados por
albuminas y compuestos lipofilicos tales como flavonoides. Estas nanoparticulas
podran ser propuestas como agentes antitumorales, considerando aspectos de disefio

que permitan su potencial administracién por via parenteral.

2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Estudiar la obtencién y caracterizacibn de nanoparticulas de
albdmina sérica bovina (BSA) cargadas con crisina (Cris).

Objetivo 2: Estudiar la liofilizacion de nanoparticulas de BSA cargadas con
Cris. Evaluar la actividad antitumoral de las mismas sobre células de cancer de mama,

y la liberacion gastrointestinal de Cris.

Objetivo 3: Estudiar la obtencién y caracterizacion de nanoparticulas de BSA
cargadas con genisteina (Gen), y evaluar sus propiedades antitumorales.

Obijetivo 4: Estudiar la PEGilacion de nanoparticulas de BSA que demostraron
mayor efectividad segun los resultados obtenidos en los Objetivos 2 y 3, y evaluar su

efecto sobre células de cancer de mama.
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CAPITULO 1

3.1.INTRODUCCION
3.1.1. Nanoparticulas de albuminas séricas

Tal como se menciond anteriormente (Introduccion, seccién 1.5), las albdminas
resultan atractivas para la vehiculizacién de sustancias lipofilicas ya que presentan la
propiedad intrinseca de unir, transportar y/o vehiculizar este tipo de compuestos bajo
la forma de complejos proteina-ligando [44]. En particular, las albuminas séricas
presentan propiedades idoneas para estas aplicaciones, ya que son consideradas no
téxicas, biodegradables, muy solubles en agua, no inmunogénicas y sus productos de

degradacién no son toxicos.

Hoy en dia, el disefio y desarrollo de estructuras a partir de albiuminas séricas
constituye un area en continuo crecimiento [98], [46]. La mayor parte de los sistemas
desarrollados estan enfocados en mejorar la eficiencia terapéutica de drogas
conocidas en aplicaciones biomédicas, reduciendo los efectos adversos y la dosis
requerida. Algunas aplicaciones tienen como objetivo el reemplazo de excipientes en
formulaciones de compuestos que presentan problemas de administracion en
humanos, como toxicidad o efectos adversos. En el caso de las albuminas séricas, al
ser proteinas plasmaticas, son frecuentemente empleadas en formulaciones de

administracion parenteral.

Los primeros métodos desarrollados para preparar sistemas de liberacion a
partir de albuminas séricas surgieron en los afios 70°, y estuvieron enfocados en la
obtencién de microesferas como soporte de agentes farmacolégicos por medio de
estrategias de desnaturalizaciéon térmica, modificacién quimica o emulsificacion. En el
método de emulsificacion (Figura 11) se dispersa una solucién acuosa de proteina en
un medio no acuoso, usualmente aceite (por ejemplo, aceite de semilla de algodén)
[98], [99]. Luego, se obtiene la emulsion por simple agitacién, homogenizacion a alta
presiobn o ultrasonicacion. Finalmente, la emulsibn puede ser térmicamente
estabilizada mediante su agregado gota a gota sobre aceite precalentado a 120-
180°C; o quimicamente mediante entrecruzamiento utilizando 2,3-butadieno o
formaldehido [100], [101].
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Albumina en
fase acuosa
(agua destilada)

Fase organica
(aceite)

" Ty
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EmulsificaciM

Emulsién agua/aceite Aceite caliente
T>120°C

Nanoparticulas de
albimina

Figura 11. Esquema del método de emulsificacion. Figura modificada de Jahanshahi y col.,
2008 [98].

En los anos posteriores, la tecnologia avanzo6 hacia el desarrollo de particulas
coloidales de tamafo menor a 1 um (nanoparticulas), en las cuales la sustancia activa
es entrampada, encapsulada o absorbida a la superficie de la estructura. La
desventaja principal que presenta este método radica en la dificultad para remover los
solventes utilizados, por lo cual la emulsificacion fue gradualmente reemplazada por
otros métodos que permitieron obtener nanoparticulas de mayor estabilidad y tamarnos
bien definidos.

El método mas utilizado hoy en dia para la preparacion de nanoparticulas de
albumina es la desolvatacion (Figura 12). Este método, también Illamado
coacervacion, consiste en el agregado gota a gota de un agente desolvatante, que
puede ser etanol o acetona (0 una mezcla de ambos), a una dispersion acuosa de
albamina [43], [102]. El solvente produce una disminucion de la solubilidad de la
proteina, por lo que ocurre una separacion de fases, en la cual la albumina forma
particulas agregadas. Sin embargo, las nanoparticulas obtenidas por este método no
son lo suficientemente estables, por lo que se requiere de un paso de estabilizacion,
que frecuentemente consiste en una reaccién de entrecruzamiento utilizando
glutaraldehido. El entrecruzamiento se produce cuando los grupos aldehido del
glutaraldehido reaccionan con los grupos amino de los residuos de aminoacidos
proteicos Arg y Lys obteniéndose particulas estables. Debido a la potencial toxicidad
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del glutaraldehido, el cual es un conocido carcinégeno, su uso es controvertido y, por
lo tanto, resulta fundamental su remocion luego de la reaccién. Ademas, se ha
reportado que el glutaraldehido puede potencialmente reaccionar con los grupos
amino presentes en la droga encapsulada [103], [104]. Las variables que pueden ser
controladas para la optimizacion del método son el pH de la dispersion proteica, la
cantidad de agente desolvatante y la velocidad de su agregado, la velocidad de
agitacién, la concentracion de proteina y la fuerza ibnica del medio [105]. Otra
desventaja de este método es la frecuente agregacién de las nanoparticulas
obtenidas, formando microesferas. Para evitar esto, una estrategia muy utilizada es el
control del pH de la dispersién de proteina.

Agente

Control de .
desolvatante . Entrecruzamiento
turbidez
(alcohol)
) |
el 1]
2 &
] | %’
SE—
Solucién acuosa de Agregados de Nanoparticulas

albimina albumina de albumina

Figura 12. Esquema del método de desolvatacién. Figura modificada de Jahanshahi y col.,
2008 [97].

Se han preparado nanoparticulas de BSA utilizando el método de coacervacion
para encapsular una amplia variedad de moléculas, incluyendo compuestos antivirales
[104], antibi6ticos [106], antiparasitarios, antineoplasicos y antioxidantes [47], [73]. La
tecnologia permitié encapsular drogas antineoplasicas conocidas como 5-fluorouracilo
[48], doxorubicina [66], cisplatino [57], metotrexato, paclitaxel, docetaxel, entre otras;
las cuales presentan problemas de solubilidad, a la vez que se obtuvo una reduccién
de los efectos adversos asociados.

El producto Abraxane, aprobado por FDA en 2005, permitié la administracién
de paclitaxel sin emplear el excipiente Cremophor EL, asociado a efectos adversos
severos tales como reacciones alérgicas e hipersensibilidad [65]. Abraxane fue
entonces el primer medicamento basado en nanoparticulas biopoliméricas aprobado
para uso médico, hecho que promovié el incremento de publicaciones cientificas en
este campo e impulsé la nanotecnologia aplicada a formulaciones parenterales como

estrategia para la administracion de drogas citotoxicas. Como se mencion6
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anteriormente (Introduccion, seccion 1.3) el método nab-technology consiste en
agregar gota a gota una suspension de la droga a encapsular a una dispersion acuosa
de albumina pre-saturada con cloroformo. Luego, se forma una nanoemulsion
mediante la accién de un homogeneizador de alta presion. Finalmente, se evapora el
solvente. Mediante este método, se han obtenido nanoparticulas de HSA y BSA para
encapsular una gran variedad de drogas hidrofébicas [55], [67], [107].

Otros métodos alternativos son el método de autoensamblaje, gelificacion
térmica, y secado por nanoaspersion. También se pueden formar nanoparticulas a
partir de proteinas globulares térmicamente desnaturalizadas utilizando una técnica de
formacion de particulas en frio. En esta técnica, una solucién de proteina globular se
calienta por encima de su temperatura de desnaturalizacién térmica (Tm) en
condiciones donde existe una fuerte repulsion entre las moléculas de proteina de
modo que las moléculas se despliegan, pero no se agregan extensamente [18]. El
empleo de agregados proteicos obtenidos térmicamente para el desarrollo de
nanoparticulas para vehiculizar compuestos activos resulta interesante debido a que la
capacidad de ligar compuestos lipofilicos aumenta considerablemente, respecto a la
proteina nativa, producto de la exposicién de sitios hidrofébicos promovida por el
desplegamiento que toma lugar en la desnaturalizacion. Esto, juntamente con la
agregacion, permite la creacién de nuevos sitios de unién al ligando, lo cual finalmente
se traduce en una mayor cantidad de carga de bioactivo por unidad de masa de
proteina [108].

3.1.2. Albumina sérica bovina

Anteriormente se describieron las propiedades y caracteristicas de la albumina
sérica bovina (BSA) que la hacen adecuada para su uso como vehiculo de
compuestos hidrofébicos. Como ya se menciond (Introduccion, seccion 1.4), BSA es
una proteina globular de 65,5 kDa, compuesta por 585 aminoacidos, con un pl de 4,7
en agua a 25°C [21]. Su estructura secundaria es predominantemente a-helicoidal y
posee tres dominios principales (I, Il y 1ll) compuestos cada uno por dos subdominios
(A 'y B). La proteina posee la funcién intrinseca de unir ligandos, presentando 2 sitios
de unién (I y II), que se encuentran en los subdominios IlA y IlIA, respectivamente.
Ademas, tiene 17 enlaces disulfuro intramoleculares que le confieren una estabilidad
relativa, presentando con un grupo —-SH libre en la Cysss. Con respecto a los
aminoacidos capaces de emitir fluorescencia, BSA posee dos residuos Trp (Trpiss y
Trpz212), siendo la fluorescencia intrinseca debida principalmente al Trpz12 ya que el
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Trpsi4 se encuentra en un entorno mas hidrofilico por lo que su emision de

fluorescencia se encontraria atenuada.

Se conoce que BSA presenta diferentes conformaciones dependientes del pH:
a valores de pH por debajo de 3,5, tiene una forma expandida (forma E), con una
transicion a una forma llamada rapida (forma F) cuando el pH desciende abruptamente
por debajo de 4,0. A valores de pH entre 4,5y 7,0 se encuentra en una forma normal
(forma N), y cuando el pH aumenta a 8,0-9,0, BSA se despliega adoptando una forma
bésica (forma B), presentando finalmente una forma envejecida (forma A) a un pH
superior a 9,0 [29], [28]. Estos cambios conformacionales tendrian influencia en el
proceso de agregacion de BSA y en sus propiedades de union a ligandos. También se
report6d que el tratamiento térmico de BSA a temperaturas superiores a 65°C resulta en
despegamiento de la estructura de la proteina, con una pérdida de conformacién de a-
hélice y un aumento de la formaciéon de laminas B [33], [34]. Por lo tanto, como se
menciond, estas caracteristicas conformacionales podrian usarse racionalmente en el

desarrollo de nanoparticulas de BSA.

3.1.3. Crisina

La crisina (5,7- dihidroxiflavona; Cris) es un compuesto perteneciente a la
familia de los flavonoides, mas especificamente al grupo de las flavonas. La estructura
quimica de Cris (Figura 13) se compone basicamente del esqueleto flavonoide de 15
carbonos, con dos anillos A y C fusionados, un grupo carbonilo (-C=0) en C4, un
doble enlace en C2-C3 y un anillo bencénico B como sustituyente en el C2. Cris
presenta dos grupos hidroxilos (-OH) en el anillo A, en las posiciones 5y 7 [109] y, a
diferencia de otras flavonas, no presenta grupos —OH en el anillo B [110].

=
B J
8 1.
OH -‘.-,__,.-":_\\_:Q //,O,_ i 8 5|

A T cp ¢
5Y :T

“xh?

OH

Figura 13. Estructura quimica de Cris (5,7-dihidroxiflavona). Elaboracién utilizando ChemDraw
Professional (PerkinElmer, 2017).

Este compuesto se obtiene comunmente de la planta Passiflora incarnate

(comunmente conocida como Pasionaria) y, ademas, se encuentra en abundancia en
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una gran variedad de extractos vegetales como propdleo y miel, algunas frutas y
vegetales, e incluso se encuentra en algunos hongos, como por ejemplo el hongo

ostra de arbol (Pleurotus ostreatus) [109], [110].

En cuanto a sus propiedades quimicas, Cris presenta baja solubilidad en agua,
la cual fue reportada en 1,86 x 10° en fraccion molar a 25°C [111], siendo soluble en
solventes organicos como etanol, metanol y dimetilsulfoxido (DMSO) [112]. Su baja
solubilidad acuosa se debe principalmente a su elevada hidrofobicidad, la cual se

fundamenta quimicamente en su estructura de anillos n-r conjugados [113].

Se ha comprobado que posee una amplia variedad de acciones bioldgicas,
incluyendo actividad antioxidante, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral,
antialérgica, antibacteriana, antiviral, entre otras [114], [110], [109]. En particular, su
actividad antitumoral es de fundamental interés para el desarrollo de nuevas terapias
contra el cancer que incluyan compuestos naturales. Cris es capaz de ejercer
citotoxicidad sobre lineas celulares de varios histotipos, incluyendo los
correspondientes a cancer de colon, pulmén, mama, nasofaringeo, cervical, higado,
prostata, glioblastoma, tiroides y pancreas [115], [116], [117], [118], [119]. La
actividad antitumoral de Cris involucra inhibicién de la proliferacion celular e induccion
de la apoptosis. Mas aun, se ha reportado que ejerce citotoxicidad preferencial en
células tumorales por sobre las células normales [116].

Se ha postulado que la actividad citotéxica de Cris estaria relacionada con la
presencia de los dos grupos 5-OH y 7-OH, junto con la falta de oxigenacién en los
anillos B y C [114], [110]. Por otro lado, la actividad antioxidante de Cris estaria
vinculada con la cantidad y posicién de grupos —OH en la molécula, ya que éstos
serian responsables de la inhibicion de la expresién de la enzima ciclooxigenasa-2
(Cox-2) [110].

A pesar de su amplia variedad de efectos beneficiosos para la salud, la baja
solubilidad acuosa de Cris resulta en una baja biodisponibilidad. Al respecto, se ha
reportado que la biodisponibilidad de Cris luego de su administracién por via oral es de
alrededor de 0,003-0,020% [120], y que sus concentraciones plasméaticas se
encuentran en el rango 12-64 nM [121]. Por otro lado, se demostré que, en
concentraciones bajas, el consumo de Cris a través de la dieta es seguro, siendo
recomendada una dosis diaria de entre 0,5y 3 g. Sin embargo, se ha reportado que en
concentraciones mas altas Cris podria producir efectos téxicos en el cuerpo humano,

principalmente a nivel hepatico [114], [122].
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En este contexto, la incorporacién de Cris en nuevas matrices alimenticias y/o
farmacologicas exige la busqueda de estrategias que permitan una mayor
solubilizacion en medios acuosos, preservacion de su integridad molecular e
incremento de su concentracion en tejidos neoplasicos, minimizando a la vez los
efectos téxicos. Se ha estudiado la encapsulacién de Cris en nanoparticulas obtenidas
por diferentes métodos, entre ellas liposomas, nanoparticulas de acido polilactico co-
glicélico (PLGA), conjugados con polietilenglicol (PEG) y otros co-polimeros, entre
otros sistemas [113], [117], [123], [124]. Con respecto a la vehiculizacion de Cris en
nanoparticulas obtenidas a partir de BSA, sélo se ha estudiado su encapsulacién en
nanoparticulas de BSA obtenidas por desolvatacion [59].

En virtud del conocimiento adquirido por el grupo sobre obtencion de
nanocomplejos de albuminas y ligandos liposolubles [125], [126], [127], [128], [129],
en el presente capitulo de tesis se aplicaron diferentes tratamientos a la proteina BSA
utilizando varias condiciones pH-temperatura, y se obtuvieron particulas de tamano

nanomeétrico capaces de vehiculizar Cris.

3.2.0BJETIVOS
Los objetivos especificos planteados en este capitulo son:

Objetivo 1: Estudiar la formacion de nanoparticulas obtenidas por
autoensamblaje de BSA aplicando tratamiento térmico en diferentes condiciones de
pH y temperatura.

Objetivo 2: Evaluar la carga de Cris en las nanoparticulas obtenidas.

Objetivo 3: Caracterizar los nanocomplejos obtenidos mediante algunos

parametros fisicoquimicos.

3.3.MATERIALES Y METODOS
3.3.1. Materiales

Se utilizé albumina sérica bovina (BSA) en forma de polvo liofilizado adquirido
en Sigma Aldrich (EE. UU.), con una pureza > 96% determinada por electroforesis en
gel de agarosa. El compuesto bioactivo crisina (Cris) fue adquirido en Sigma Aldrich
(EE. UU.), y conté con una pureza > 96.5% determinada por HPLC. Se prepar6 una
solucion reguladora fosfato salino (PBS) pH 7,4, utilizando las sales NaxHPOsu,
KH:PO4, NaCl y KCI, las que fueron obtenidas de Cicarelli (Argentina). El
dimetilsulféxido (DMSO) fue adquirido en Biopack (Argentina). El acido 1-anilino-8-
naftalen sulfonico (ANS) fue obtenido de Fluka Chemie AG (Suiza). Los solventes
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CAPITULO 1

utilizados para los analisis cromatograficos fueron obtenidos de Pharmco Aaper y

Sintorgan siendo los mismos de calidad HPLC.

3.3.2. Tratamientos térmicos en distintas condiciones de pH y temperatura

Se prepararon soluciones de BSA a diferentes concentraciones (1,0-4,0 % p/p)
disolviendo el polvo liofilizado en NaCl 50 mM. Para promover la hidratacién de la
proteina, las dispersiones se agitaron durante 2 h a temperatura ambiente (25°C) y
luego se almacenaron toda la noche a 4°C. Luego, se filtraron utilizando un filtro de
membrana de éster de celulosa de 0,45 um de tamafno de poro (Merck Millipore, EE.
UU.) con el objeto de eliminar trazas de agregados proteicos que pudieran estar
presentes en la muestra de BSA liofilizada. La concentracion de BSA fue determinada
por medicién espectrofotométrica de la absorbancia a 280 nm (espectrofotometro
Jenway 7305, Reino Unido) empleando un coeficiente de extincion (g) de 43.747 M.
Dicho coeficiente fue determinado experimentalmente siendo consistente con el valor
43.824 M, reportado por Peters (1985) [21].

Una vez obtenidas las soluciones de BSA, se ajusté el valor de pH de estas a
9,0 y 11,0 por agregado de NaOH 1 M. Los valores de pH de tratamiento fueron
seleccionados en base a conocimiento previo de que, a valores altos de pH, es posible
obtener nanoparticulas proteicas de tamano pequerno [127]. Para evitar la transicion
de BSA hacia la forma A, el tratamiento térmico fue realizado el mismo dia del ajuste
de pH de la solucién de BSA.

Para realizar el tratamiento térmico, se dispensaron 2 mL de solucién de BSA
en tubos de vidrio con tapa a rosca (2 cm de diametro y 15 cm de altura), y se
sumergieron en un bafo termostatizado (Dalvo instrumentos, modelo BTMP,
Argentina) durante 5 min. Se evaluaron dos temperaturas: 70°C y 85°C, las cuales se
encuentran por encima de la temperatura de desnaturalizacion térmica de BSA
determinada por DSC (65°C) en base a estudios previos [33], [34]. Una vez finalizado
el tratamiento térmico, los tubos fueron inmediatamente enfriados en bafo de hielo.
Luego de la obtencion de las nanoparticulas, se realizé una diluciéon de estas en PBS
(pH 7,4) en un tiempo no mayor a 48 h. Una dispersion de BSA sin tratamiento térmico
(BSA nativa) se utilizo como control. Todas las muestras fueron almacenadas a 4°C
hasta su posterior andlisis.

3.3.3. Espectroscopia de fluorescencia

La formacién de nanoparticulas de BSA (BSAnp) por tratamiento térmico fue

monitoreada a través de mediciones de fluorescencia intrinseca y extrinseca,
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utilizando BSA nativa (BSAn) como control. Para ello, las dispersiones de BSAn vy
BSAnp se diluyeron en PBS pH 7,4 al 0,01% p/p.

3.3.3.1. Fundamentos de espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de fotoluminiscencia en el que los atomos y
moléculas se excitan con la absorciéon de la radiacion electromagnética y retornan al
nivel fundamental mediante la emision del exceso de energia en forma de fotones
[130]. Cuando una poblacién de moléculas absorbe luz, ocurre una transicion desde el
estado electrénico fundamental Sp hasta un estado excitado Si, y puede retornar al
estado fundamental So mediante diferentes procesos [131]. El retorno a través de la
emision de un foton es denominado fluorescencia y debe competir con otros procesos
de relajacion como por ejemplo la conversion interna que es mucho mas rapida que la
fluorescencia (generalmente ocurre dentro de los 10'2 s y la fluorescencia alrededor de
los 108 s) [132].

Las moléculas capaces de emitir fluorescencia son denominadas fluoréforos vy,
generalmente, se trata de moléculas cuya estructura posee anillos aromaticos, siendo
mayor la eficiencia cuantica al aumentar el nimero de anillos y el grado de
condensacién. Los fluoréforos de aplicacién bioquimica se dividen en dos clases
generales: intrinsecos y extrinsecos. Los fluor6foros intrinsecos son los que ocurren
naturalmente mientras que los fluoréforos extrinsecos son aquellos que se agregan a
una muestra para otorgarle caracteristicas de emisién especificas [132]. En las
proteinas, la fluorescencia intrinseca es debida a los aminoacidos aromaticos tirosina
(Tyr), triptéfano (Trp) y fenilalanina (Phe), siendo principalmente atribuida al grupo
indol del Trp, que absorbe luz a aproximadamente 280 nm y es muy sensible a la
polaridad del entorno; por lo que es ampliamente utilizado para monitorear cambios
conformacionales durante el plegamiento y desplegamiento de estas macromoléculas
[133]. Por otra parte, entre los fluoréforos extrinsecos mas ampliamente utilizados en
proteinas se encuentra el acido 8-anilino-1-naftalen sulfénico (ANS). Este compuesto
es débilmente fluorescente en medio acuoso pero su emisibn de
fluorescencia aumenta significativamente al ser disuelto en solventes organicos o al
unirse a proteinas. Por lo tanto, es utilizado en estudios de caracterizacion de sitios de

unién de proteinas y en interacciones proteina-ligando.

La fluorescencia molecular se evalta excitando una muestra a la longitud de
onda de absorcion, también llamada longitud de onda de excitacion (Aex), y midiendo
su emisién a una longitud de onda mayor, denominada longitud de onda de emisién o

fluorescencia (Aem). De esta manera se obtienen los espectros de emisién de
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fluorescencia, que consisten en graficos de intensidad de emision de fluorescencia en
funcidbn de la longitud de onda. Para ello se emplean espectrofotémetros de
fluorescencia, los cuales se componen bdasicamente de una fuente de luz, un
monocromador de excitacién o filtro, un monocromador de emision o filtro, una celda

en la cual se coloca la muestra, un detector y un procesador de datos [130].

3.3.3.2. Fluorescencia intrinseca

Con el objeto de monitorear cambios conformacionales inducidos por el
tratamiento térmico aplicado a BSAn, se obtuvieron los espectros de emision de
fluorescencia intrinseca (debida al Trp) a una Aex de 295 nm, registrando la emisién de
fluorescencia en el rango 310-400 nm. Para ello, se utilizé6 un espectrofotémetro de
fluorescencia Hitachi F-2000 (Japén) equipado con cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso de luz. Las mediciones fueron realizadas por triplicado, a temperatura ambiente
(25°C) y la resolucion espectral fue de 10 nm. A partir de los espectros de emision, se
obtuvieron los datos de intensidad de fluorescencia maxima del Trp (IFtp) y fueron
expresados en términos de intensidad de fluorescencia relativa del Trp (IFR1y), siendo
IFRmp= IFTp/IFo, donde IFty, es la intensidad de fluorescencia méxima del Trp de
BSAnp (BSA tratada térmicamente), e IFo corresponde a la intensidad de fluorescencia
maxima del Trp de la proteina nativa BSAn (sin tratamiento térmico).

3.3.3.3. Fluorescencia extrinseca

Para las mediciones de fluorescencia extrinseca se agregaron 15 ulL de la
sonda fluorescente ANS (8 mM) a 2 mL de dispersién. Previamente, se determin6
experimentalmente que la saturacion de los sitios de union de ANS a BSA se alcanz6
al agregar ANS en concentraciones finales comprendidas en el rango 20-80 uM, por lo
que la concentracion final de ANS empleada estuvo fuera de este rango. Los
espectros de fluorescencia extrinseca fueron registrados a una Aex de 390 nm,
midiendo la emisién de fluorescencia en el rango 400-600 nm. Todas las mediciones
de fluorescencia se realizaron por ftriplicado, a temperatura ambiente (25°C),
empleando un espectrofotémetro Hitachi F-2000 (Japdn) y cubetas de cuarzo de 1 cm
de paso de luz. Los datos de intensidad de fluorescencia méaxima de ANS (IFans)
fueron expresados en términos de intensidad de fluorescencia relativa de ANS
(IFRans), siendo IFRans = IFans/IFo, donde IFans es la intensidad de fluorescencia
maxima de ANS medida para BSAnp (BSA tratada térmicamente), e IFo corresponde a
la intensidad de fluorescencia maxima medida para proteina nativa BSAn (sin

tratamiento térmico).
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3.3.4. Caracterizacion de nanoparticulas de albumina sérica bovina

Los sistemas BSAnp obtenidos a diferentes condiciones de pH y temperatura
del tratamiento térmico fueron caracterizados en términos de su distribucién del
tamano de particulas, carga neta superficial, peso molecular y morfologia empleando

las técnicas que se describen a continuacion.

3.3.4.1. Determinacion de tamaio de particulas por dispersion de luz dinamica

La dispersiéon de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) es una técnica
que permite la medicion del tamano hidrodinamico de particulas en suspensién a partir
de la medicion de la luz dispersada. Para ello, se hace incidir un haz de luz
monocromatica en una cubeta con la suspension de particulas y se mide la dispersion
de luz. Las particulas en suspension se mueven aleatoriamente, segun el movimiento
Browniano por lo que al incidir la luz se producen interferencias constructivas y
destructivas y la intensidad de la luz dispersada varia en el tiempo [134]. Las
fluctuaciones de la intensidad de luz son medidas y correlacionadas a intervalos cortos
de tiempo (en el orden de los ns-us) para medir la velocidad de fluctuacion de la senal.
Es decir, la fluctuacion de la intensidad de luz se compara a si misma, de a intervalos
cortos de tiempo, obteniéndose una funcién de autocorrelacion. A su vez, dado que las
particulas més pequefias se mueven a mayor velocidad que las particulas més
grandes, las fluctuaciones son de mayor frecuencia para particulas mas pequenas en
comparacion con las mas grandes. La funcion de correlacion decae exponencialmente
y es caracteristica de la velocidad de difusién, siendo mayor a menor tamafo de
particula. Si las particulas son grandes, la sefial cambiard lentamente y la correlacion
persistira por mas tiempo que en el caso de particulas pequefas, donde sucede lo
contrario. Cuando la curva de correlacion es ajustada a un algoritmo cumulante de
exponencial simple, es posible calcular el coeficiente de difusion D para una poblacién
de particulas. A partir de éste, es posible calcular un Unico valor de diametro
hidrodinamico (dw), asumiendo que las particulas tienen forma esférica, y obtener un
valor de radio hidrodinamico (Rn) utilizando la ecuacién de Einstein-Stokes (Ecuacién
1) [135]:

kT
Rn=gryp (B¢

donde D es el coeficiente de difusion traslacional (m2.s™); k es la constante de
Boltzmann (1,38 x 102 N.m.K"); T es la temperatura (K) y n es la viscosidad del
solvente (N.s.m?). Por lo tanto, el valor de dn obtenido corresponde al didmetro de una
esfera hipotética que posee el mismo coeficiente de difusién de las particulas bajo
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estudio, y depende de la viscosidad del solvente (n), la cual a su vez esta influenciada

por la temperatura (T).

A partir de la deconvolucién de la funcion de correlacion se obtiene la
distribucion de tamano de particulas (PSD). La PSD obtenida es un gréfico de la
intensidad relativa de luz dispersada por las particulas de varios tamanos y es
conocida como distribucion del tamario de particula en intensidad (PSDi). Para obtener
informacién adicional, es posible realizar las trasformaciones a partir de PSDi a fin de
obtener las PSD en volumen (PSDv) y en nimero (PSDn) aplicando la teoria de Mie
[136], donde son empleadas las propiedades 6pticas del analito (indice de refraccion y
absorcion a la longitud de onda del laser). Ademas, el analisis de cumulantes de la
funcion de correlacién permite obtener un indice de polidispersidad global (Pdl), el cual
es indicativo del ancho de una distribucién de tamafo global asumiendo un Unico valor
medio. El término polidispersidad se utiliza para describir el grado de “no uniformidad”
de una distribucion de tamano. En general, se considera que distribuciones con
Pdl<0,1 son monodispersas, mientras que valores de PdI>0,1 caracterizan muestras
polidispersas pudiendo ser de polidispersidad moderada (0,1-0,4) o amplia (> 0,4)
[134].

En este trabajo, la distribucion del tamano de particulas de BSAn y BSAnp fue
determinada por DLS empleando un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido) equipado con un laser He-Ne de una longitud de onda
de salida de 638,8 nm, el cual permite realizar mediciones de tamaro en el rango 0,6-
6.000 nm. El angulo del haz de laser incidente fue de 90°. Las muestras de BSAn y
BSAnp fueron diluidas en PBS pH 7,4, en una concentracién de 0,05%p/p a la cual el
namero de cuentas por segundo fue adecuado para el andlisis. El du de particula fue
obtenido a partir de PSDi. La curva PSDv también fue tenida en cuenta para el
andlisis, especialmente para identificar poblaciones mayoritarias. Para ello, se utilizd
un valor de indice de refraccién del analito de 1,45, un indice de refraccion del
solvente de 1,33 y un valor de absorcién de 0,001. Todas las determinaciones fueron
realizadas por triplicado a temperatura ambiente (25°C).

3.3.4.2. Determinacion de la carga neta superficial por medidas de potencial {

Cuando una particula con carga eléctrica se encuentra en suspension se rodea
de iones desarrolldndose una doble capa eléctrica en la interfase particula-liquido.
Dentro de la doble capa, la capa interna consiste en iones o moléculas con carga
opuesta a la de la particula (capa de Stern). Por encima de esta capa interna existen
iones de carga opuesta a los iones de la capa de Stern, pero de carga similar a la de la

53



CAPITULO 1

superficie de la particula, que forman una capa externa difusa. La composicion de la
capa externa es dindmica y depende de varios factores, como el pH, fuerza idnica,
concentracion, etc. [134]. Cuando se aplica un campo eléctrico, las particulas
cargadas se mueven hacia el electrodo de carga opuesta, junto con los iones de la
capa de Stern y la difusa. Dentro de la doble capa eléctrica existe un limite hipotético,
llamado plano de deslizamiento, por encima del cual los iones no se mueven con la
particula. El potencial ¢ representa la diferencia de potencial eléctrico que existe en el
plano de deslizamiento, entre la doble capa eléctrica de las particulas y la capa
dispersante de alrededor.

La medicion del potencial £ no se realiza en forma directa, sino que se calcula a
partir de la movilidad electroforética de las particulas bajo un campo eléctrico. La
movilidad electroforética (ue) de las particulas se relaciona con el potencial ¢ a través
de la ecuacién de Henry (Ecuacion 2):

2 K
o = ZLED (Ec2)

donde ¢ es la constante dieléctrica, { es el potencial, f(Ka) es la funcién de Henry y n
es la viscosidad a la temperatura del experimento. Para particulas pequefias en medio
acuoso y con baja concentracion de electrolitos (102 M), se hace la aproximacion
f(Ka)=1,5 y la ecuacion de Henry se transforma en la ecuacion de Helmholiz-
Smoluchowski (Ecuacion 3):

&
fe = = (Ec.9)
n
Experimentalmente, el potencial { es medido utilizando el mismo equipo
empleado para las determinaciones de distribucién de tamafno de particula. La serie
Zetasizer Nano calcula el potencial £ mediante un experimento de microelectroforesis
en el cual se mide la velocidad de las particulas utilizando velocimetria por laser
Doppler. La velocidad se expresa como e Yy el potencial £ es calculado aplicando la
ecuacion de Henry.

El valor de potencial £ es importante en la caracterizacion de suspensiones
coloidales y de nanoparticulas [137], siendo frecuentemente utilizado como medida de
carga neta superficial. Para esto, se asume que la naturaleza positiva/negativa de los
iones de la capa externa difusa en la doble capa eléctrica son similares a la carga
eléctrica en la superficie de la nanoparticula [134]. Los factores que afectan el valor
del potencial ¢ son (i) pH, el cual es mas negativo a valores altos de pH y mas positivo

a valores bajos de pH; (ii) fuerza i6nica, ya que, a mayor concentraciéon de iones, la
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doble capa eléctrica se comprime y el potencial ¢ disminuye; y (iii) concentracion de
particulas, siendo la relacion mas compleja, pero se asume que en general, el
potencial ¢ disminuye con la concentracion. Finalmente, el valor del potencial ¢ es
frecuentemente utilizado como un parametro para evaluar la estabilidad coloidal de
una suspension coloidal. En ese sentido, las suspensiones de nanoparticulas se
clasifican en base a rangos de potencial { de la siguiente manera: altamente
inestables (£0-10 mV), relativamente estables (x10-20 mV), moderadamente estables
(= 20-30 mV) y altamente estables (+t30 mV) [134].

El equipo utilizado para las mediciones de potencial £ en este trabajo fue un
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) equipado con un laser
de He-Ne con una longitud de onda de salida de 632,8 nm. En la presente tesis,
siempre que se realizaron mediciones de potencial , la concentracion de proteina de
la muestra fue de 0,05 %p/p para que la misma cumpliera con los parametros de

calidad del equipo.

3.3.4.3. Determinacion de pesos moleculares por cromatografia rapida de
proteinas por exclusiéon molecular y SDS-PAGE

La denominada Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) es un tipo de
cromatografia liquida comunmente utilizada para purificar y caracterizar proteinas. A
diferencia de un sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography), utiliza
menor presion y, por lo tanto, mayor flujo (1-5 mL/min). Con el objeto de determinar los
pesos moleculares (PM) de BSAn y BSAnp, se realiz6 una cromatografia de exclusion
molecular (SEC) utilizando una columna Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare). La
columna se conect6 a un dispositivo FPLC (Akta Basic, GE Healthcare) y se equilibré
con solucion reguladora de fosfato pH 7,0 50 mM conteniendo NaCl 150 mM. El
equipo se calibré6 con marcadores de PM (kit de calibracion de filtracion de gel-GE
Healthcare) que incluy6 tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa),
conalbumina (75 kDa), ovoalbumina (44 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa),
ribonucleasa (13,7 kDa) and aprotinina (6,5 kDa) y se obtuvo una curva de calibrado
para el calculo de PM de la muestra. El volumen de inyeccién fue de 100 uL vy el flujo
fue de 0,5 mL/min. Los PM fueron obtenidos y expresados como porcentaje del area
de cada pico cromatografico con respecto al area total normalizada.

3.3.4.4. Morfologia por microscopia de fuerza atdmica

La microscopia de fuerza atomica (AFM por Atomic Force Microscopy) es una
técnica de microscopia de alta resolucién que se basa en la medicién de cambios de la
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fuerza de interaccién entre una punta y la superficie de la muestra. Un microscopio de
AFM esta compuesto basicamente por un laser diodo, un fotodetector que funciona
como un escaner, un brazo flexible (cantiléver) y una plataforma de muestra capaz de
moverse en las direcciones x-y-z [138]. La muestra a analizar se monta sobre un
cristal piezoeléctrico y es rastreada por una punta afilada (tip) montada sobre el
cantiléver, a una distancia donde el tip es atraido o repelido por las fuerzas de
interaccion con la superficie de la muestra. Cuando la punta se acerca a la superficie,
la fuerza atractiva de van der Waals entre la punta del cantilever y la muestra desvia el
cantilever hacia la superficie de la muestra. Cuando la punta se pone en contacto con
la superficie de la muestra, se desarrolla una fuerza repulsiva, que desvia el cantilever
en la direccion opuesta. Estas desviaciones, en la misma direccién o en la direccién
contraria a la superficie de la muestra, son detectadas por un rayo laser. El rayo laser
incide en la parte superior del cantilever y se refleja en un fotodetector sensible a la
posicion por lo que la desviacién en el cantilever es registrada por el fotodetector.
Durante el escaneo, la punta de AFM se mueve continuamente hacia adelante y hacia
atras a lo largo de la superficie y el detector registra las desviaciones resultantes. La
adquisicion de la topografia de la superficie de la muestra se realiza mediante el
registro de las pequefnas desviaciones del cantiléver. EI cambio de fase de la
oscilacion en el cantilever también se registra como imagen de contraste de fase. De
alli radica que una de las ventajas principales de AFM es la capacidad de proveer
imagenes topograficas tridimensionales de la superficie en estudio [139].

El microscopio de AFM tiene tres modos de operacion, dependiendo de la
forma de contacto del tip con la superficie de la muestra: modo contacto, donde la
distancia entre el tip y la muestra es menor a 0,5 nm; modo de no contacto donde esta
distancia es de entre 0,1 y 100 nm, y modo tapping, donde el tip oscila cerca de su
frecuencia de resonancia, en rangos de amplitud de 20 a 100 nm [139].

En el presente trabajo de tesis, se estudiaron las caracteristicas morfolégicas
de BSAnp por AFM. Para ello, alicuotas de la muestra se adsorbieron a una superficie
de mica (1cm?, pegada a discos de acero) por medio de secado en cdmara de vacio a
temperatura ambiente. Las imagenes de AFM se realizaron en modo fapping con un
microscopio Agilent 5400 (EE. UU.). Se utilizaron cantilevers de AFM recubiertos de
aluminio (modelo OPUS: 160AC-NA) con las siguientes especificaciones: longitud: 160
pm; radio del tip: <7 nm; ancho medio: 40 + 2 ym; espesor: 4 + 0,5 ym; altura del tip:
14 um,; fuerza de resorte: 26 N.m™'. Se emple6 una frecuencia de oscilacion de 280
kHz. Las muestras fueron escaneadas a 1 linea/s. Para el procesamiento de
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imagenes, se utilizé el software Gwyddion 2.44. Las imagenes topograficas y de fase

se procesaron de manera tal de presentar una mejor definicién de las particulas.

3.3.5. Formacion de nanocomplejos con crisina

Una vez caracterizados los sistemas BSAnp, se evalué su carga con Cris. Para
ello, se prepar6 una solucion stock de Cris 2 mM en DMSO. Se utiliz6 DMSO como
solvente de Cris por ser un solvente organico de baja toxicidad, miscible en agua y
ampliamente utilizado en ensayos bioldgicos, ya que permite obtener el compuesto
lipofilico en su forma mas soluble, evitando la precipitacion del compuesto que puede
conducir a inexactitudes en su concentracion cuando es evaluado en bioensayos
[140].

3.3.5.1. Determinacidn de parametros de union mediante la aplicacion de modelo
Scatchard modificado

La formacion de nanocomplejos entre BSAn, BSAnp y Cris fue monitoreada a
través de mediciones de fluorescencia intrinseca y extrinseca. Para ello, se diluyeron
las dispersiones de BSAn y BSAnp en PBS pH 7,4 hasta una concentracién final de
1,5 uM. Se titulé un volumen de 2 mL de dispersién de BSAn y BSAnp agregando
volumenes crecientes de solucién stock de Cris (2 mM) obteniendo concentraciones
finales de Cris en el rango 0-140 uM. Inmediatamente tras la adicion de Cris, los tubos
fueron agitados en vortex durante 5 s y se dejaron equilibrar las muestras a
temperatura ambiente (25°C) durante 1 h antes de efectuar las mediciones. Debido a
que se ha reportado que a concentraciones superiores al 10% v/v el DMSO puede
producir cambios estructurales en BSA [141], se contemplé no exceder la
concentracion final 2,5% v/v en los sistemas mixtos. A fin de evaluar posibles
alteraciones conformacionales en BSAn en presencia de DMSO, se prepar6 una
muestra control con 2 mL de dispersién de BSAn (1,5 uM, en PBS pH 7,4) y se
anadieron 50 uL de DMSO, lo cual representa la maxima concentracion de DMSO
utilizada durante los ensayos de fluorescencia.

Se registraron los espectros de emision de fluorescencia intrinseca por
triplicado a temperatura ambiente (25°C) de acuerdo con lo previamente descripto. Los
datos de intensidad de fluorescencia maxima del Trp (IFtp) fueron expresados en
términos de intensidad de fluorescencia relativa (IFRty), siendo IFRtp= IFp/Flo, donde
IFo corresponde a la intensidad de fluorescencia intrinseca de los sistemas proteicos
puros (sin agregado de Cris). Los datos de IF, fueron utilizados para calcular los

parametros de union: namero de moléculas de Cris unidas (n) y contante de
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asociacion (Ka), ajustando los datos experimentales al modelo de Scatchard [108]
(Ecuacion 4):

Plroa( = ) =2 (1~ 1) = (5-) (Ec. 4

n

donde [Plrota €S la concentracion molar total de proteina, [Cris] es la concentracidon
total molar de Cris y n es el nUmero de moléculas de Cris unidas en la saturacién. El
término f; es la fraccién de sitios ocupados por ligando (Cris), y se define como
(Ecuacion 5):

f = IF;—IF,
l

= (Ec. 5)
IFmax—1IFo

donde IFo, IFmax y IFi son las intensidades de fluorescencia inicial, maxima y en la
saturacion, y a la relacién proteina/ligando i, respectivamente.

Finalmente, para evaluar el modo en el cual se une Cris a BSAn y BSAnp, se
efectuaron mediciones de fluorescencia extrinseca agregando la sonda fluorescente
ANS, mediante el procedimiento detallado anteriormente. Los valores de fluorescencia
extrinseca se expresaron en términos de intensidad de fluorescencia relativa de ANS
(IFRans), siendo IFRans=IFans/IFo, donde IFans es la intensidad de fluorescencia de
emision de ANS de los nanocomplejos BSAn-Cris y BSAnp-Cris y IFo corresponde a la
emision de fluorescencia de ANS de los sistemas proteicos puros. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado a 25°C.

3.3.5.2. Morfologia por microscopia de transmision electrénica

La microscopia de transmision electrénica (TEM por Transmission Electron
Microscopy) utiliza un haz de electrones acelerados que incide y pasa a través de una
capa muy delgada de muestra y brinda detalles sobre su estructura y morfologia, con
un poder de magnificacion de hasta un millon de veces. Un microscopio TEM
comprende basicamente un canon de electrones, lentes electromagnéticas para
enfocar los electrones en la parte anterior y posterior a la muestra, un sistema que
genera vacio y un sistema de deteccién [142]. El candén de electrones acelera
electrones con un voltaje de 80-300 kV y las lentes electromagnéticas dirigen el haz de
electrones hacia la muestra controlando su angulo de incidencia y apertura. El haz de
electrones atraviesa la muestra y la imagen correspondiente se obtiene a través de la
recoleccién de los electrones transmitidos por un detector colocado en forma posterior
a la muestra o, en algunas configuraciones, en distintas posiciones alrededor del paso
optico. De los electrones del haz incidente, algunos habran traspasado la muestra sin
ningun tipo de interaccién, otros habran traspasado, pero habran sido dispersados de
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forma elastica (sin pérdidas de energia) o inelastica (con pérdidas de energia), y otros
pudieron ser absorbidos [143]. Ademas, también pueden producirse fotones como
consecuencia de transiciones de energia de los electrones de los dtomos que forman
la muestra. Segun qué tipo de sefal que se detecte después del impacto, se obtendra
diferente informacién. El sistema debe generar vacio (del orden de 10° Pa) para evitar
la colision y consecuente desvio de la trayectoria de los electrones con las moléculas
de gas del aire dentro del microscopio.

La preparacion de la muestra para ser analizada por TEM requiere de la
formacion de una capa muy delgada (<150 nm). Para muestras liquidas biolégicas
esta preparacion incluye el depésito y secado de las muestras sobre una rejilla y un
procedimiento de tincion. La puesta a punto y el desarrollo de las metodologias
detalladas a continuacién fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de
Nanobiomateriales (CINDEFI, UNLP-CONICET). Se prepararon las muestras de BSAn
y BSAnp para su observacion por TEM realizando una diluciéon 1/100 de suspensiones
en PBS (10 mM, pH 7,4). Luego, se depositd una gota de dilucién sobre una rejilla de
cobre cubierta con colodion (malla 400). El exceso de liquido fue drenado con un papel
de filtro y se agreg6 una gota de acido fosfotungstico para aumentar el contraste. El
andlisis TEM fue realizado utilizando un microscopio Jeol-1200 EX Il (Jeol Ma, EE.
UU.). Las imagenes TEM 150.000 X fueron procesadas empleando el software ImageJ
(NIH, EE. UU.).

3.3.5.3. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de
crisina en BSAnp

Dentro del ambito de la nanotecnologia, la eficiencia de encapsulacion (EE) se
refiere a la cantidad de droga encapsulada o absorbida en las nanoparticulas en
relacion con la cantidad total de droga agregada al sistema. La EE puede determinarse
en forma indirecta mediante la separacién de la droga no unida (libre) de la droga
encapsulada/absorbida en las nanoparticulas, y posterior cuantificacién de la droga
libre. Por su parte, la capacidad de carga (LC, por las siglas en inglés de Loading
Capacity) se define como la cantidad de compuesto (en microgramos) cargado en el
vehiculo por miligramo de proteina [104]. Por lo tanto, es de esperarse que las
nanoparticulas con un alto porcentaje de LC y EE sean utilizadas con mayor

frecuencia como encapsulantes de compuestos activos.

En el presente trabajo, la EE de Cris en BSAn y BSAnp se determin6 aplicando
un método de extraccion de Cris libre y posterior cuantificacion por cromatografia
liquida de alta performance en modo fase reversa (RP-HPLC, Reverse Phase- High
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Performance Liquid Chromatography), mediante el procedimiento descrito a
continuacion. Se prepararon dispersiones de BSAn-Cris y BSAnp-Cris (0,5% p/p BSA
con 200 uM Cris) en PBS pH 7,4 y se ajustd el pH hasta el punto isoeléctrico de BSA
(4,7-4,8). Luego, se centrifugaron las muestras a 10.000 g durante 30 min para lograr
la precipitacion de los complejos BSAn-Cris y BSAnp-Cris, quedando Cris libre en
suspension. Se transfiieron 3 mL de sobrenadante a tubos Falcon limpios, se
agregaron 2 mL de acetato de etilo (mezcla 3:2 agua-acetato de etilo), y se centrifugd
a 8.000 g durante 10 min, para lograr la separacién de las fases. Se tomaron 500 pL
de fase organica (acetato de etilo), se colocaron en frascos color caramelo con tapa y
se evaporo el solvente bajo corriente de gas N2 hasta sequedad. Las muestras fueron
redisueltas agregando 500 uL de metanol para cuantificacion de Cris por RP-HPLC.
Para ello, se empled un sistema HPLC modelo Prominence Serie 202 (Shimadzu,
Japoén) equipado con un inyector manual modelo 7725i (Rheodyne, EE.UU.) y un
detector de arreglos de fotodiodos modelo SPD-M20A (Shimadzu, Japdn). Se utilizé
una columna Simmetry300™ C18 (Waters Corp., EE.UU.) de 250 mm de longitud,
4,6 mm de diametro, 5 um de tamano de particula y 30 nm de diametro de poro. El
método de equilibrado y elucion fue disefiado en base a un método de cuantificacion
de Cris reportado en la bibliografia [144]. Se utilizaron dos fases mdviles: fase A
(agua- acido acético 0,12%) y fase B (acetonitrilo-acido acético 0,12%), en las cuales
la acidificacién con &cido acético se realizd con el objetivo de mantener el pH por
debajo del pKas de Cris (6,65) [112] y asi evitar la formacion de pares i6nicos, los
cuales producirian interacciones indeseadas con la columna. El equilibrado de la
columna se realizé con 20% B durante 20 min. Se utilizé un volumen de inyeccién de
20 uL y el flujo fue de 1 mL/min. La elucién fue realizada mediante un gradiente lineal
efectuado de la siguiente manera: 20% B durante 5 min, 20-100% B en 5 min y por
ultimo 100% B durante 10 min. La deteccion de Cris se realizé a una longitud de onda
de 267 nm y para su cuantificacion se realizd una curva de calibrado de Cris en el
rango 12,7-152,5 pg/mL. La linealidad fue verificada en todo el rango de

concentraciones evaluado, con un valor de R >0,99.

Una vez cuantificada la cantidad de Cris libre, se calcul6 la EE de la siguiente

manera (Ecuacion 6):

Crist—Crisy,
Crist

EE(%) = x 100 (Ec. 6)

donde Crist corresponde a la cantidad total de Cris agregada a la suspension y Cris;
es la cantidad de Cris libre presente luego de la precipitacién de los complejos BSAn-
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Cris y BSAnp-Cris, cuantificada por RP-HPLC. De la misma manera, se calculé el valor
de LC (Ecuacion 7):

LC (,ug Cris/m

__ ugCrist —ugCrisy,
g PTOteina) " mgproteina (Ec.7)
Donde pg Crist corresponde a la masa total de Cris en microgramos agregada a
la suspensién y ug Cris;, es la cantidad de Cris libre en microgramos cuantificada por
RP-HPLC. Todas las determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado.

3.3.6. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) utilizando el software StatGraphics Plus 3.0. Para esto, se aplicé el método
de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher a un nivel de confianza del 95%
(p<0,05).

3.4.RESULTADOS

3.4.1. Formacion de nanoparticulas de BSA por autoensamblaje inducido por
tratamiento térmico

3.4.1.1. Fluorescencia intrinseca

Tal como fue detallado previamente, se realizaron tratamientos térmicos a
dispersiones de BSAn en el rango de concentracion 1,0-4,0% p/p, a dos valores de pH
del medio acuoso (9,0 y 11,0) y dos temperaturas (70°C y 85°C). La concentracién
maxima de BSAn fue seleccionada en base al limite de solubilidad de la proteina en
agua, el cual es de alrededor de 4,0% p/p. Las temperaturas de tratamiento
corresponden a valores por encima de la temperatura de desnaturalizacion térmica de
BSAn (65°C) [34], con lo cual se esperd observar cambios irreversibles debido al
proceso de agregacion térmica de mondmeros de BSAn. Con respecto a las
condiciones de pH, se conoce que BSAn es capaz de adoptar diferentes
conformaciones ante cambios en el pH del medio acuoso [26], [27]. A valores de pH
mayores a 8,5, se produce un desplegamiento de la estructura de BSA, con pérdida de
estructuras secundarias a-hélice y un aumento de la afinidad por ligandos [29]. Mas
aun, se conoce que, a un pH de alrededor de 11,2, BSA existe en una conformacion
de glébulo fundido (molten globule), en la que habria una mayor exposicién de sitios
hidrofébicos [30]. En base a esto, los tratamientos se realizaron a valores de pH altos,
en los cuales la estructura de BSAn estaria desplegada, lo cual promoveria la
agregaciéon térmica, a la vez que la alta repulsion electrostatica impediria una

agregaciéon excesiva con formacion de agregados de gran tamafo. Los cambios
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conformacionales de BSAn sometida a los diferentes tratamientos fueron
monitoreados a través de mediciones de fluorescencia intrinseca, debida

principalmente debido al Trpziz.

La Figura 14 muestra los espectros de emisidén de fluorescencia intrinseca de
BSAn tratada bajo diferentes condiciones de pH y temperatura, y a distintas
concentraciones de proteina, en comparacién con BSAn (no tratada) como control. En
los espectros se observé que todos los tratamientos aplicados resultaron en una
disminucion de la intensidad de fluorescencia intrinseca con respecto al control sin
tratamiento. Ademas, se observo en todos los casos un corrimiento hacia el azul de la
Amax, €S decir un desplazamiento de Amax desde valores mas altos (aproximadamente

342 nm) hacia valores mas bajos (aproximadamente 333 nm).
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Figura 14. Espectros de emision de fluorescencia intrinseca de BSAn tratada térmicamente a
70°C-pH 9,0 (A), 70°C- pH 11,0 (B), 85°C-pH 9,0 (C) y 85°C-pH 11,0 (D) en comparacién con
BSAn (Control, sin tratar). Los insertos en la parte superior de cada figura muestran la
evolucién de Amax de BSAn tratada a cada concentracién, en comparacién con el control sin
tratamiento.

Adicionalmente, la Figura 15 muestra los cambios en la intensidad de emision
de fluorescencia del Trp expresada en términos de intensidad de fluorescencia relativa
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(IFRtp). A partir del grafico se observé que todas las condiciones de tratamiento
evaluadas resultaron en una disminucion significativa de IFRt, con respecto al control
de BSAn sin tratamiento (p<0,05). Ademds, a una determinada temperatura de
tratamiento, la concentracion de proteina y el pH del medio acuoso no tuvieron
influencia significativa sobre los valores de IFRmp (p<0,05). A partir de estas
observaciones es posible deducir que los tratamientos aplicados produjeron cambios
conformacionales en BSAn, que resultaron en un proceso de autoapagamiento (self-
quenching) de la fluorescencia del Trpz12. Se conoce que dicho residuo se encuentra
ubicado en un bolsillo hidrofébico de la proteina, por lo que el corrimiento al azul
observado en Amax indicaria que el cambio conformacional de la proteina involucraria
una nueva disposicion del Trpz12 desde un ambiente molecular hidrofébico hacia uno

de mayor polaridad.
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Figura 15. Intensidad de fluorescencia relativa del Trp (IFRtp) de BSAn a diferentes
concentraciones (1,0-4,0 %p/p) sometida a tratamiento térmico en diferentes condiciones:
70°C/pH 9,0, 70°C/pH 11,0, 85°C/pH 9,0, y 85°C/pH 11,0, en comparacion con BSAn no tratada
(Control). Condiciones de medicién: 0,01 % p/p BSA en PBS pH 7,4. ex=295 nm.

En base a estos resultados se puede concluir parcialmente que los distintos
tratamientos utilizados resultarian en importantes cambios conformacionales de BSAn,

atribuidos a un proceso de agregacion inducido térmicamente.

3.4.1.2. Fluorescencia extrinseca

Por otro lado, se monitorearon los cambios en la intensidad de fluorescencia
extrinseca, debido a la unién de la sonda fluorescente ANS. En forma previa a los
estudios, se evalué la concentracién adecuada de ANS a agregar a la dispersion de
proteina, registrando la intensidad de fluorescencia extrinseca de una dispersion de
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BSAnN del 0,01 % p/p (1,5 uM) a concentraciones crecientes de ANS (0-120 uM). Se
observo que la saturacion de los sitios de union de ANS se alcanzé en el rango 20-80
uM (Figura 16).
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Figura 16. Intensidad de fluorescencia relativa de ANS (IFRans) de una dispersién de BSAn al
0,01% p/p con la adicion de concentraciones crecientes de ANS (0-120 uM).

A concentraciones mayores a 100 uM de ANS, la IFRans disminuy6 debido al
efecto filtro interno al aumentar la concentracién de la sonda no unida a la proteina.
Por esta razén, se seleccion6 la concentracion 80 uM de ANS para los estudios de
fluorescencia extrinseca de BSAn tratada térmicamente. Estos resultados se
encuentran en concordancia con la bibliografia, en la que se ha reportado que la
saturacion ocurre a una relacion de concentraciones [ANS]/[BSA]= 4 [27] y se
recomienda el uso de una concentracién de ANS 50 veces superior a la de la proteina

[30], lo cual se cumpliria al considerar una concentracion de 1,5 uM de BSAn.

Una vez seleccionadas las condiciones, se procedidé al ensayo de titulacién
donde se agregaron 20 uL de solucién acuosa de ANS 8 mM a 2 mL de dispersion de
BSAnp, incluyendo BSAn (sin tratar) como control, y se registraron los espectros de
emision de fluorescencia en el rango 400-600 nm, empleando una Aex de 390 nm. A
partir de los espectros de emision de fluorescencia de ANS (Figura 17), pudo
observarse que la intensidad de fluorescencia disminuy6 en todas las condiciones de
tratamiento con respecto al control. A diferencia de lo observado en el andlisis de
fluorescencia intrinseca, no se observaron cambios apreciables en Amax €n ninguno de
los tratamientos aplicados. Estos resultados indicarian que el tratamiento térmico
resultaria en una menor disponibilidad de los sitios de unién de ANS en la proteina.
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Figura 17. Espectros de emisién de fluorescencia extrinseca de BSAn tratada térmicamente en
diferentes concentraciones (1,0-4,0 % p/p) a 70°C-pH 9,0 (A), 70°C- pH 11,0 (B), 85°C-pH 9,0
(C) y 85°C-pH 11,0 (D) en comparacion con BSAn (Control, sin tratamiento). Los insertos en la
parte superior de cada figura muestran la evolucién de la Amax de BSAn tratada a cada
concentracién, en comparacioén con el control sin tratamiento.

La Figura 18 muestra los cambios en la fluorescencia extrinseca expresada como
intensidad de fluorescencia relativa (IFRans). En este grafico se observd una
disminucion estadisticamente significativa (p<0,05) de IFRans en BSAn tratada en
todas las condiciones evaluadas con respecto al control, poniendo en evidencia la
oclusion de los sitios hidrofébicos en BSAn, quedando estos menos disponibles para la
union de ANS.
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Figura 18. Intensidad de fluorescencia relativa del ANS (IFRans) de BSAn a diferentes
concentraciones (1,0-4,0 %p/p) sometida a tratamiento térmico en diferentes condiciones:
70°C/pH 9,0, 70°C/pH 11,0, 85°C/pH 9,0, y 85°C/pH 11,0, en comparacién con BSA no tratada
(Control). Condiciones de medicion: 0,01 % p/p BSA en PBS pH 7,4. Lex = 390 nm.

A partir de los resultados de fluorescencia extrinseca, podria deducirse que el
tratamiento térmico de BSA produciria una disminucién en la hidrofobicidad superficial
debido a cambios conformacionales que involucran oclusién de residuos hidr6fobos en
un entorno molecular no polar. Estos cambios estructurales también podrian estar
relacionados con el proceso de agregacion térmica, lo cual se encuentra en
concordancia con los resultados de fluorescencia intrinseca discutidos previamente,
Aunque el analisis estadistico mostré algunas diferencias significativas (p<0.05) entre
los valores IFRp y IFRans para varias concentraciones de BSA, se puede considerar
que estas diferencias son practicamente pequefas (<6,0% para IFRmp y <7,5% para
IFRaNs).

Por lo tanto, los resultados de fluorescencia intrinseca y extrinseca
evidenciarian que el tratamiento térmico aplicado, en todas las condiciones evaluadas,
produciria la agregacion térmica de mondmeros de BSAn el cual conduciria a la
formacion de nanoparticulas de BSA (BSAnp). Si bien dentro de un mismo tratamiento
las IFR a diferentes concentraciones de proteina arrojaron algunas diferencias
significativas, estas fueron consideradas muy pequenas, por lo que se definidé 4,0%p/p
la concentracion de BSA mas apropiada para la obtencibn de BSAnp. Para la
identificacion de los diferentes sistemas BSAnp, se establecié la siguiente
nomenclatura en base a las condiciones de obtencion: BSAnp-70-9 (resultante del
tratamiento de BSA a 70°C/pH 9,0), BSAnp-70-11 (70°C/pH 11,0), BSAnp-85-9
(85°C/pH 9,0) y BSAnp-85-11 (85°C/pH 11,0).
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3.4.2. Caracteristicas fisicoquimicas y morfoldgicas de nanoparticulas de BSA

Una vez corroborada la obtencién de nanoparticulas de BSA (BSAnp), se
procedié a su caracterizacion fisicoquimica en términos de tamafio de particula, peso
molecular, carga neta superficial, y morfologia.

3.4.2.1. Determinacion de pesos moleculares por cromatografia rapida de
proteinas (SEC-FPLC) y tamano de particula por dispersion de luz dinamica
(DLS)

En primer lugar, se determinaron los pesos moleculares (PM) de los sistemas
empleando cromatografia rapida de proteinas por exclusién molecular. Ademas, se
analizé la distribucion de tamano de particula por DLS. La Figura 19 muestra los
cromatogramas obtenidos por SEC-FPLC de los diferentes sistemas BSAnp,
incluyendo BSAn como control (Fig. 19A). En paralelo, se muestran las distribuciones
de tamanio de particula en intensidad obtenidas por DLS para cada sistema (Fig. 19B).
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Figura 19. Cromatograma SEC-FPLC (A) y distribucion de tamafo de particulas por DLS (B)
de BSAn y BSAnp obtenidas bajo diferentes condiciones de pH y temperatura. Concentracion
de preparacion: proteina 4,0% p/p. Las fechas en la parte superior en A indican los volimenes
de elucion de las proteinas usadas como estandares en la calibracién.

El analisis por SEC-FPLC permitio corroborar la existencia de diferentes
poblaciones BSAnp, con valores de PM distintos al de la proteina en su estado nativo
(BSANn). De los picos obtenidos en los cromatogramas se puede deducir que los
distintos tratamientos térmicos aplicados resultarian en un proceso de agregacion
térmica de monémeros de BSAnN, el cual dependeria de las condiciones de pH y
temperatura de tratamiento. Ademas, la naturaleza bimodal de las distribuciones de
algunos cromatogramas indicaria que el proceso de agregacion de BSA seria
incompleto, lo cual podria deberse a la alta concentraciéon proteica empleada (4,0%
p/p) 0 a que el tiempo de tratamiento fue insuficiente.
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Con el objeto de facilitar el analisis, la Tabla 3 resume los valores de PM de
cada pico obtenido por SEC-FPLC, didmetro hidrodinamico (dw), Z-average e indice de
polidispersidad (Pdl) obtenidos por DLS.

Tabla 3. Valores de PM obtenidos por SEC-FPLC, didmetro hidrodinamico (dw) por DLS, Z-
average e indice de polidispersidad (Pdl) de los sistemas BSAnp. Los valores se muestran
como promedio + desviacion estandar y letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05). Entre paréntesis se indica el porcentaje de &rea total para pico SEC-FPLC, y el
porcentaje en intensidad para el caso del du obtenido por DLS (picos con porcentaje de

intensidad mayor al 15%).

Sistema PM (kDa) du (nm) Z-average Pdi
1200 £ 200 (7 %) 8.4 +0.12
BSAn 170 £20 (17 %) (,83_2°/’) 9,6 + 0,62 0,34 + 0,044
73+ 7 (76 %) e
N 530 + 80 (69 %) 15,4 £ 0,1¢
BSAnp-70-9 78 +8 (31 %) (94%) 15,0 £0,1¢ | 0,23 £0,01¢
N 440% 60 (70 %) 13,6 £0,2° b
BSAnp-70-11 62 + 6 (30 %) (92,4%) 13,30 0,24 £ 0°
ar. 1000+ 200 (89 %) 27,8 £0,1¢
BSAnp-85-9 66 +6 (11 %) (99,7%) 24,7 £ 0,2¢ 0,13 £ 02
ar. 590 + 90 (78 %) 20,3 +0,1¢ d b
BSAnp-85-11 90 + 10 (22 %) (97.5%) 18,70 0,19 £ 0,01

En la tabla puede observarse que BSAn, tiene un PM de 73 = 7 kDa y un du de
8,4 + 0,1 nm. Estos valores se encuentran en concordancia con lo reportado en
bibliografia [21], [22]. Se observan también dos picos de gran tamafio que estan
presentes en un bajo porcentaje (<17%), probablemente debido a la presencia de
dimeros y trimeros de BSAn formados bajo las condiciones del ensayo (PBS pH 7,4,
con una fuerza ionica de 0,17 M). El valor de Pdl para BSAn fue cercano a 0,34,
sugiriendo una polidispersidad moderada, probablemente debido a la presencia de

dimeros y trimeros mencionada anteriormente.

Los diferentes tratamientos evaluados produjeron la agregacion de BSAn, lo
cual resulté en la formaciéon de BSAnp con du en el rango de 13-28 nm y pesos
moleculares en el rango de 400-1.000 kDa. Los valores de Pdl fueron cercanos a 0,24,
sugiriendo una polidispersidad moderada. Si bien las distribuciones fueron bimodales y
se observod la presencia de picos correspondientes a BSAn indicando una agregacion
incompleta, el porcentaje de BSAn no superd el 31%, por lo que la poblacién
mayoritaria seria la correspondiente a BSAnp. Puede notarse que el aumento de la
temperatura del tratamiento resulté en un aumento tanto del tamafo como del PM de

BSAnp. Los sistemas obtenidos a la temperatura mas alta, 85°C, presentaron mayores
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duy PM (19-25 nm y 600-1.000 kDa) que los sistemas obtenidos a la temperatura mas
baja, de 70°C (13-15 nm, 400-600 kDa). Esta observacién sugiere que el aumento de
la temperatura de tratamiento produciria una mayor agregacién de mondémeros,
obteniéndose agregados de mayor PM y gran tamano. Para un mejor analisis, se
graficé el PM de cada sistema en funcién de su du, observdndose una correlacién
lineal entre los dos parametros (Figura 20). De acuerdo con este gréfico, el
incremento en el PM de BSAnp puede explicarse en un 94% por el incremento en el
tamano de particula bajo las condiciones del ensayo.

10001  y=43.60002- 216.344
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Figura 20. Correlacion lineal entre el peso molecular (PM) de BSAnp determinada por SEC-
FPLC y su diametro hidrodinamico (dn) determinado por DLS. Se muestran ademas la ecuacion
de la recta ajustada y el valor de R del ajuste.

Con respecto al efecto del pH, se observo que la distribucion de PM observada
en los cromatogramas de BSAnp obtenidas a pH 11,0 fue mas amplia que para el caso
de pH 9,0. Es importante remarcar que el pH del medio acuoso determina el tipo y
distribucion de cargas en la superficie de la proteina, lo cual afecta tanto al
plegamiento de la misma como a las interacciones intermoleculares proteina-proteina.
A esto se le sumaria el efecto de las distintas conformaciones adoptadas por BSA en
dependencia del pH del medio acuoso [28], [27]. Por lo tanto, a elevados valores de
pH la proteina tendria una mayor densidad de carga existiendo una mayor repulsion
electrostatica entre monémeros de BSAn, la que se opondria al proceso de
agregacion, obteniéndose menores tamanos de particula para BSAnp [128]. En estas
condiciones, el proceso de agregacién estaria gobernado por un balance entre las
fuerzas de atraccion de naturaleza hidrofébica, promovidas por el proceso de
calentamiento, y las fuerzas de repulsién electrostatica promovidas por las condiciones

de elevado pH del medio.
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3.4.2.2. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Las caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas se estudiaron por AFM
(Figura 21).

00 nmr

Figura 21. Caracteristicas morfolégicas topograficas y de fase por AFM de los sistemas
BSAnp: BSAnp-70-9 (A-B), BSAnp-70-11 (C-D), BSAnp-85-9 (E-F), BSAnp-85-11 (G-H). La
concentracién de todos los sistemas fue de alrededor de 2,5 x 10-° % p/p.

Cabe senalar que las particulas observadas por esta técnica tienen una
relacion diametro/altura muy alta como se observa en las imagenes. Esto podria

deberse a que, durante la etapa de secado de la preparacién de la muestra, las
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particulas se aplastan sobre la superficie de mica [145]. De esta manera, el du
calculado por DLS, que incluye la capa de solvatacion que rodea a la particula en
solucion, no podria compararse con el estimado por AFM.

Las imagenes topograficas y de fase de todos los sistemas BSAnp
evidenciaron particulas con una forma redondeada. Los cuatro sistemas BSAnp
estudiados mostraron un didmetro promedio comprendido entre 30 y 50 nm,
observandose algunas particulas de tamano inferior. Estas nanoparticulas mas
pequenas podrian ser resultado de un proceso de agregacion incompleta, y no fueron
detectadas en el analisis por DLS dado que frecuentemente en esta técnica las
particulas mas grandes, al producir mayor dispersion de luz, enmascaran a las mas
pequenas. Debido a las razones explicadas anteriormente, el diametro de particula
estimado por AFM fue mayor que el determinado mediante DLS, observandose la
misma tendencia de disminucién del tamafio de particula al aumentar el pH. A una
misma temperatura de tratamiento, la altura de BSAnp obtenida a pH 11,0 (12-35 nm)
fue menor a la correspondiente a la BSAnp obtenida a pH 9,0 (20-40 nm).

3.4.3. Formacion de nanocomplejos entre nanoparticulas de BSA y crisina

Una vez obtenidos y caracterizados los distintos sistemas de BSAnp, se evalu6
la carga de estos con el flavonoide Cris.

3.4.3.1. Fluorescencia intrinseca

La interaccion entre Cris y BSAnp fue evaluada mediante mediciones de
fluorescencia intrinseca. La fluorescencia intrinseca de una proteina es debida a los
residuos aminodcidos aromaticos Tyr, Phe y Trp. Tal como se explicé anteriormente, la
fluorescencia intrinseca en BSAn es atribuida principalmente al residuo Trpz12. Como
consecuencia de la interaccion entre la proteina y un ligando, la emisién de
fluorescencia intrinseca puede variar, resultando en un aumento o disminucion de la

misma.

Los espectros de emision de fluorescencia intrinseca de BSAn y BSAnp a
concentraciones crecientes de Cris (0-140 uM) se muestran en la Figura 22. Pudo
observarse que el agregado de Cris produjo una disminucion de la emision de
fluorescencia intrinseca de BSAn (Figura 22A). Esta disminucion podria atribuirse a
un proceso de quenching del Trpz12, siendo consistente con lo reportado previamente
en la bibliografia [41]. En cuanto a los sistemas BSAnp (Figura 22B-E), la
fluorescencia intrinseca inicial (sin agregado de Cris) fue menor debido a un proceso
de self-quenching resultante del proceso de agregacién térmica durante la formacion
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de BSAnp. Al agregar Cris, la fluorescencia intrinseca disminuyé en todos los
sistemas, indicando que la interaccion BSAnp-Cris resultaria en un proceso de
quenching de fluorescencia del Trp212. Con respecto a Amax, para el caso de BSAn se
observé un desplazamiento hipsocrémico, es decir, hacia el azul (de 342 nm a 335
nm) mientras que para el caso de BSAnp se observé un desplazamiento batocromico,
es decir, hacia el rojo (de 335 nm a 340 nm).
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Figura 22. Intensidad de fluorescencia intrinseca de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B), BSAnp-70-11
(C), BSAnp-85-9 (D), BSAnp-85-11 (E) tras el agregado de concentraciones crecientes de Cris.
En el inserto de cada figura se muestra la evolucién de Amax con la concentracion de
Cris. kex = 295 nm.

Para facilitar el andlisis, se obtuvieron los graficos de la evolucién de la
intensidad de fluorescencia relativa (IFRtp) en funcion de la concentracién de Cris, tal

como se muestra en la Figura 23. En estos gréaficos puede observarse que la adicién
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de Cris resulté en una reduccion gradual de IFRTy, alcanzando la saturacion a ~40 puM.
Este comportamiento podria ser atribuido a la formacién de un complejo entre los
sistemas proteicos (BSAn y BSAnp) y Cris que resultaria en un proceso de quenching
de la fluorescencia del Trpz12. Esta interaccion BSAn-Cris fue anteriormente estudiada
a pH fisiologico (pH 7,4) y se reportd que la formacion del complejo involucra un
proceso de quenching estatico, donde la fuerza intermolecular predominante seria del

tipo hidrofébica, con una constante de unién de 1,65 x 10* M a 25°C [41].

= BSAn
=&~ BSAnp-70-9

~#— BSAnp-70-11
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 23. Intensidad de fluorescencia relativa del Trp (IFRtp) de BSAn y los sistemas BSAnp
a concentraciones crecientes de Cris. Todos los sistemas fueron diluidos en PBS pH 7,4 hasta
0,01 % p/p y se agregaron alicuotas de Cris en DMSO en el rango 0-140 uM. Aex = 295 nm.

Es importante sefalar que las cantidades de DMSO agregadas (<2,5% V/v)
durante la titulacién no produjeron cambios en la emision de fluorescencia intrinseca
(Apéndice, seccion 8.1). Ademas, la ausencia de solapamiento entre el espectro de
emision de fluorescencia intrinseca de BSAn y el de absorcion UV-Vis de Cris
(Apéndice, seccion 8.2) permiti6 corroborar que la fluorescencia intrinseca no se
encontraria afectada por la absorcién de luz de Cris.

En base a estas observaciones pudo deducirse que Cris se une tanto a BSAn
como a BSAnp en sitios cercanos al Trpzi2, produciendo un apagamiento de su
emision de fluorescencia. En el caso de BSAnN, la union de Cris produciria un cambio
conformacional que involucraria una traslocacion del Trpzi2 hacia un ambiente menos
polar, lo cual es evidenciado en el desplazamiento hacia el azul de Amax. Por el

contrario, la unién de Cris a BSAnp involucraria un movimiento del Trpz12 desde un
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ambiente de menor polaridad hacia uno mas polar, lo cual se evidencia en el efecto

batocrémico anteriormente mencionado para estos sistemas.

Con el objeto de caracterizar la union de Cris a BSAnp, los datos de IFRtp
fueron ajustados al modelo de Scatchard modificado [129] y se calcularon los
parametros n (numero de moléculas de Cris unidas por monémero de BSA) y Ka
(constante de asociacion), cuyos valores se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Nimero de sitios de unién por mondémero de BSA (nm), constante de afinidad (Ka)
obtenidos por ajuste al modelo de Scatchard. El nimero de sitios de unién por vehiculo (nv) se
calculé en base al peso molecular presente en mayor porcentaje en cada sistema. Diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Sistema Nm ny K, (1 oM’ R
BSAnN 10+ 22 10+ 22 1,5+0,52 > 0,93
BSAnp-70-9 17 +40c | 96 £ 17P 3,2 £ 0,52b > 0,89
BSAnp-70-11 18 + 1¢ 114 £11b | 3,2 £ 0,5P¢ > 0,93
BSAnp-85-9 13 +2ab | 237 £55¢ | 2,0 £0,52P > 0,95
BSAnp-85-11 19 £ 2¢ 143 + 6° 3,8 £0,5¢ > 0,90

El valor de nn fue mayor en los sistemas BSAnp en comparacion con BSAn, lo
cual indicaria que los cambios conformacionales inducidos por la temperatura durante
la formacién de BSAnp resultarian en la exposicion de un mayor nimero de sitios de
unién para Cris. Sin embargo, no se observé una relacion clara entre n y las variables
del tratamiento térmico, por lo que es de esperar que cada sistema BSAnp tenga un
modo especial de unir Cris. Adicionalmente, se calcul6 el numero de moléculas unidas
por vehiculo (ny) en base al PM de cada sistema BSAnp, lo cual representaria la carga
molecular real de Cris en BSAnp. Como puede deducirse, los sistemas BSAnp
presentaron mayor capacidad de carga que BSAn. Esta carga aumenté con el tamafo
de vehiculo, y consecuentemente con la temperatura de tratamiento. En base a estos
resultados, puede decirse que los sistemas BSAnp fueron capaces de incorporar Cris
en mayor medida que la proteina en su estado nativo. Con respecto a la constante de
afinidad, los valores de Ka obtenidos fueron en el orden de los 10 M, y mostraron un
incremento significativo para BSAnp con respecto a BSAn. Ademas, se observd que la
magnitud de Ka fue mayor en los sistemas obtenidos a pH 11,0 (BSAnp-70-11 y
BSAnp-85-11), lo cual podria sugerir que el pH de obtencion de BSAnp tendria un
efecto sobre la afinidad de union del flavonoide a las nanoparticulas.
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3.4.3.2. Fluorescencia extrinseca

Con el objeto de obtener algun conocimiento sobre la unién entre BSAnp y
Cris, se evalu6 la fluorescencia extrinseca de los sistemas a concentraciones
crecientes de Cris (0-140 uM). La Figura 24 muestra los espectros de emisiéon de
fluorescencia extrinseca, es decir, debido a la unién de ANS a la superficie de la
proteina. En ellos puede observarse una disminucion de la fluorescencia extrinseca al

aumentar la concentracién de Cris, no observandose cambios significativos en la Amax.
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Figura 24. Espectros de emision de fluorescencia extrinseca de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B),
BSAnp-70-11 (C), BSAnp-85-9 (D), BSAnp-85-11 (E) luego de la adicion de concentraciones
crecientes de Cris. En la misma figura se muestra como inserto la evolucion de Amax con la
concentracion de Cris. Aex = 390 nm.

Las curvas de evolucién de IFRans en funcién de la concentracion de Cris

muestran la misma disminucién gradual al aumentar la concentracién del ligando
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(Figura 25), indicando que la uniéon de Cris promoveria una disminucion de la

disponibilidad de los sitios de unién de ANS tanto en BSAn como en BSAnp.
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Figura 25. Intensidad de fluorescencia relativa del ANS (RFIANS) de BSAnp-70-9 (A), BSAnp-
70-11 (B), BSAnp-85-9 (C) and BSAnp-85-11 (D) a concentraciones crecientes de Cris, en
comparacion con BSAn. Todos los sistemas fueron diluidos en PBS pH 7,4 hasta 0,01 % p/p y
se agregaron alicuotas de Cris en DMSO en el rango 0-140 pM. Aex: 390 nm.

En concordancia con los resultados de fluorescencia intrinseca, la
fluorescencia extrinseca alcanzé la saturacién a ~40 uM. Debido a que la union de
ANS se produce a nivel de regiones hidrofébicas en la proteina, estos resultados
sugeririan que la formacion de BSAnp mediante un proceso de agregacién inducido
por calor conllevaria la oclusién de sitios hidrofobicos y una disminucién de la

hidrofobicidad superficial en BSAnp en comparacién con la proteina nativa.

3.4.3.3. Distribucion de tamaiio de particula y potencial { de hanocomplejos con

crisina

La Figura 26 muestra las distribuciones de tamano de particula de los distintos
sistemas BSAnp, con y sin carga de Cris. En la Tabla 5 se detallan los resultados de
du y potencial £ comparando los sistemas antes y después del agregado de Cris. Se
observd que las distribuciones de todos los sistemas BSAnp sin carga de Cris fueron
monomodales, mientras que tras la carga con Cris las distribuciones presentaron un
pico de mayor tamano. De acuerdo a los resultados anteriormente discutidos, todos los
sistemas BSAnp, tanto con como sin carga de Cris, mostraron un incremento en el du
en comparacion con BSAn. Los sistemas BSAnp obtenidos a 70°C mostraron un ligero
incremento en el tamano tras la carga con Cris (Figura 20A). Por el contrario, este
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incremento no fue observado en los sistemas BSAnp obtenidos a 85°C (Figura 20B).
Por otro lado, la carga de Cris resulté en un incremento en el indice de polidispersidad
(Pdl) de los sistemas, lo cual influy6 directamente en el valor de Z-average reportado.
Esto puede ser atribuido a la presencia de Cris libre, no unida o incorporada en
BSAnp, que permanece insoluble en suspension.
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Figura 26. Distribucion del tamafo de particulas basado en intensidad (%) de BSAnp con y sin
carga de Cris en comparacion con BSAn: BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 (A), BSAnp-85-9 y
BSAnp-85-11 (B). Las determinaciones fueron realizadas en PBS pH 7,4, a una concentracion
proteica de 0,05% p/p.

En relacién con la carga neta superficial de las nanoparticulas, los valores de
potencial £ obtenidos fueron de alrededor de -10 mV para los sistemas BSAnp sin
carga de Cris. Tras la carga con Cris, estos valores se tornaron ligeramente mas
negativos, hasta valores entre -11 mV y -12 mV. Estos resultados son consistentes
con los valores de potencial { reportados para nanoparticulas de BSA cargadas con
Cris preparadas mediante el método de desolvatacién [59], cuyo du medido por DLS
fue de alrededor de 127 nm. Como fue explicado anteriormente, es generalmente
aceptado que las suspensiones de nanoparticulas son coloidalmente estables si sus

valores de potencial £ se encuentran en el rango + 30 mV [146]. De acuerdo con esta
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premisa, los sistemas BSAnp serian coloidalmente inestables. Por otro lado, en
aplicaciones de administraciébn parenteral la carga neta superficial de las
nanoparticulas es un factor importante ya que determina si las mismas interactuaran
unas con otras formando agregados en circulacion, o si interactuaran con proteinas y
otros componentes de la sangre rodeandose de una “corona” formada por
macromoléculas de carga opuesta. Se ha propuesto que las nanoparticulas con una
ligera carga negativa podrian minimizar este contacto con componentes de la sangre,

los cuales tienen una considerable carga negativa [61].

Tabla 5. Diametro hidrodinamico (dn), Z-average, indice de polidispersidad y potencial  de
BSAnN y los sistemas BSAnp con y sin carga de Cris. Los valores se muestran como promedio +
desviacion estandar y letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05). Entre paréntesis se indican los porcentajes en intensidad de cada poblacién cuya
distribucion de tamario resulté ser bimodal.

Sistema dx (nm) Z-average Pdl ¢ (mV)
BSAn o) ((1833;3)::883;3 : 2’31:0 9,6 +0,6° 0,340,049 | -9,9+03¢
BSAn-Cris Pico 1 g?ggl,ﬁ;%%i?ﬂy 56 + 15¢ 0,5+0,1° 11,340,20
BSANp-70-9 Pioo (67 a0t0 s 1830 | 150012 | 0233001 | -95:06°
BSAND70-9.Cris | F1° ) ((fg%’)); ach 53%‘31; 66 + 120 0,27 £0,02°4 | -11,2+0,6°
BSAp-70-11 PF‘,‘i’é’Jz(?gOZ")):: AN 13,3 + 0ab 0,24 + 0° 9,8+ 0,104
BSAND70-11-Cris | o0 (250?;3):121347’2; o b 195 + 24¢ 0,5240,02° | -13,0+0,2
BSAnp-85-9 e ((5”3;;‘;/?)1: fgésia(;;z 24,7 0,22 0,13£0%¢ | -10,8+0,6¢
BSANp859-Cris | bio ) {33:@55964353% 28 + 10 0,30 40,012 | -10,9+0,4b¢
BSAnp-85-11 hoo ] ((29’;’;:’)/‘:’);222’552%’112 18,7405 | 0,940,012 | -11,8+040
BSAND-85-11-Cris | D00 3 E??f; Ao e 18 + 1ab 0,34 £ 0,02¢ 14+ 28

3.4.3.4. Microscopia electronica de transicion (TEM)

Se obtuvieron imagenes por microscopia electronica de transicién (TEM) de los
sistemas BSAnp, con y sin carga de Cris. Las imagenes (Figura 27) evidencian la
presencia de particulas de forma esférica, tamafio homogéneo y de buena dispersion,
lo cual es consistente con la morfologia observada por AFM. No se detect6 la

presencia de agregados, lo cual sugiere que las nanoparticulas tienen una naturaleza
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compacta y una relativa estabilidad, pudiendo ser consideradas como entidades
individuales.

Sin carga de crisina Cargadas con crisina

BSAnp-70-9

BSAnp-70-11

BSAnp-85-9

BSAnp-85-11

Figura 27. Imagenes obtenidas por TEM de cada sistema BSAnp, con y sin carga de Cris.

Por lo tanto, los valores de potencial £ obtenidos que sugieren que los sistemas
son coloidalmente inestables, pueden explicarse considerando la alta fuerza iénica del
PBS (0,17 M) en el cual fueron realizadas las mediciones, la cual podria enmascarar
parcialmente la carga neta superficial de BSAnp. Con respecto a los sistemas BSAnp
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cargados con Cris, se observé que la inclusién de Cris no produjo cambios notables en

el tamafo de BSAnp, en concordancia con lo observado por DLS.

3.4.3.5. Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de crisina

Finalmente, se determind la eficiencia de encapsulacién (EE) de Cris en los
diferentes sistemas BSAnp aplicando un método indirecto, es decir, por cuantificacion
de Cris libre o no encapsulada. Los valores obtenidos de EE y LC se muestran en la
Tabla 6. La mayor EE se obtuvo para el sistema BSAnp-85-9 (84% + 2%), seguido del
sistema BSAnp-85-11 (65% + 2%). Los sistemas obtenidos a 70°C (BSAnp-70-9 y
BSAnp-70-11) presentaron valores de EE mas bajos, en el rango 44-47%, y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los valores para
ambos sistemas. En general, se observé que, a mayor tamano de nanoparticula, la
eficiencia de encapsulacion fue mayor. La misma tendencia fue observada en los
valores de capacidad de carga (LC), que se encontraron en el rango de 2-7 ug Cris/mg
proteina. Por lo tanto, los sistemas con mayor nimero de mondémeros de BSA
asociados presentan mayor tamafo y consecuentemente mayor nimero de sitios de

union de Cris, lo cual resultaria en una mayor EE y LC.

Tabla 6. Eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad de carga (LC) de Cris en nanocomplejos
formados con BSAn y con los diferentes sistemas BSAnp. Los valores se muestran como
promedio + desviacién estandar (n>3) y letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).

Sistema EE (%) LC (ug Cris/mg proteina)
BSANn 25t 22 2,1+£0,22
BSAnp-70-9 44 +3° 3,6 £0,2°
BSAnp-70-11 47 +2° 3,8+0,2°
BSAnp-85-9 84 + 24 6,9+0,14
BSAnp-85-11 65+2¢ 53+0,2¢

3.5.CONCLUSION PARCIAL

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron cumplir con los
objetivos iniciales del trabajo de Tesis, en cuanto al estudio de la obtencién de
nanoparticulas a partir de la proteina BSAn, aplicando tratamientos térmicos. Se
obtuvieron diferentes BSAnp por tratamiento térmico controlado en diferentes
condiciones de pH (9,0 y 11,0) y temperatura (70°C y 85°C) y se determin6 que la
concentracion mas adecuada para la obtencion de BSAnp fue 4,0% p/p. La formacién
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de BSAnp involucraria un proceso de agregacion térmica de monémeros de BSAn. En
cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas, las BSAnp presentaron forma esférica y
diferentes du en el rango de 14-28 nm, PM en el rango de 400-1.000 kDa y potenciales
¢ cercanos a —=10,0 mV. A pH 11,0 se obtuvieron tamanos de particula menores que a
pH 9,0, con una distribucién de PM mas amplia. Por lo tanto, a elevados valores de pH
existiria una mayor repulsién electrostatica entre monomeros de BSA, la que se

opondria al proceso de agregacion, obteniéndose menores tamanos de particula.

Las BSAnp fueron cargadas con el flavonoide Cris y la unién fue corroborada y
caracterizada a traves de técnicas espectroscépicas. Se determiné la uniéon de Cris a
BSAn y BSAnp se produjo a nivel del Trpzi2, resultando en un apagamiento de su
fluorescencia y un cambio conformacional que resultaria en un aumento de la
polaridad del microentorno del residuo. Se estimd que un nimero de 96-237 moléculas
de Cris se unieron a BSAnp con una constante de afinidad en el rango de 2,0-3,8 x 10°
M. La maxima eficiencia de encapsulacién de Cris en BSAnp fue ~84%, para el
sistema de mayor tamafno (BSAnp-85-9), representando una capacidad de carga de
6,9 ung Cris/mg proteina. Las eficiencias de encapsulacion obtenidas se
correlacionaron con el tamafio y PM de los sistemas. Todos estos hallazgos podrian
ser de interés practico en el desarrollo de nanoparticulas biocompatibles para la
vehiculizacién de compuestos bioactivos y drogas.
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4.1.INTRODUCCION
4.1.1. Liofilizacion de proteinas y nanoparticulas proteicas

Uno de los objetivos del desarrollo farmacéutico es obtener una formulacién de
producto que garantice una estabilidad adecuada en el tiempo. Esto es de
fundamental importancia en el caso en que el principio activo sea de naturaleza
proteica, dada la baja estabilidad en el tiempo de las proteinas en solucion. El proceso
mas comunmente utilizado para convertir soluciones o suspensiones en solidos de
suficiente estabilidad para su distribucién y almacenamiento en el campo farmacéutico
es la liofilizacion. La liofilizacion es un proceso industrial que consiste en eliminar el
agua de una muestra congelada mediante sublimacién y desorcion al vacio [147],
[148].

Sin embargo, este proceso puede alterar la estructura del principio activo
durante las etapas de congelacion y secado [149], [150], [151]. Es conocido que la
liofilizacion puede producir modificaciones en la estructura de proteinas conduciendo a
su desnaturalizacion, debido a: (i) la baja temperatura, (ii) la formacion de cristales de
hielo durante la etapa de congelamiento, que conduce a la crio-concentracion de la
solucién, cambios de pH y separacion de fases, y (iii) la remocion de la capa de
hidratacion de la proteina durante la etapa de secado [148].

En el caso particular de las nanoparticulas proteicas, el proceso de liofilizacién
puede producir cambios en sus propiedades superficiales que podrian promover la
agregaciéon de las mismas. La formacién de agregados irreversibles, incapaces de
volver a dispersarse en medio acuoso en nanoparticulas con propiedades
conservadas conllevaria un aumento de la polidispersidad del sistema luego de la
reconstitucion del polvo [152], [153], [154]. Por lo tanto, la evaluacién de la
conservacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la nanoparticula después de la

reconstitucion del polvo es un aspecto necesario de la investigacion.

Con el objeto de evitar estas modificaciones, se agregan comunmente
excipientes que protegen al principio activo del estrés por congelamiento
(crioprotector) o del secado (lioprotector). Los crioprotectores mas utilizados son los
azucares, entre ellos la trehalosa, sacarosa, glucosa y manitol [148], [153].

Aunque el principal uso de la liofilizacion en el campo de las nanoparticulas
coloidales es mejorar su estabilidad a largo plazo, la liofilizacibn también se ha
aplicado para otros propositos, como la mejora de la asociacion de farmacos a
nanoparticulas, la preparacién de nanoparticulas core-shell, la obtencién de formas
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farmacéuticas solidas para determinaciones analiticas (por ejemplo, para analisis

térmico).

4.1.2. Estrategias contra el cancer de mama

Durante los Uultimos 50 anos, ha habido un progreso formidable en la
comprension de los mecanismos moleculares implicados y en el desarrollo de terapias
contra en cancer. Sin embargo, la enfermedad continta siendo un desafio muy grande

para la salud [116].

En general, los tumores de CM que expresan receptores hormonales (RE y RP)
se denominan hormono-dependientes y son candidatos para la terapia hormonal como
primera opcion. Alrededor de un 70% de los casos de CM responden a la terapia
hormonal [155], para los cuales pueden administrarse moduladores selectivos de los
receptores de estrégeno (MSRE) o inhibidores de aromatasa (IA). El farmaco del
grupo MSRE mas conocido es el tamoxifeno, que actua como inhibidor del receptor de
estrogenos, uniéndose al mismo y bloqueando la accién de los estrogenos sobre el
tejido mamario. Por su parte, los IA actian mediante la inhibicion de la enzima
aromatasa, responsable de catalizar el paso fundamental en la biosintesis de
estrogenos, y entre los IA mas utilizados se encuentran el letrozol, anastrozol y
exemestano [155], [15].

Por otro lado, se conoce que alrededor del 30% de los tumores de CM
sobreexpresan el gen HER2, que codifica la glicoproteina transmembrana P185HER?
que actua como receptor de HER2. La sobreexpresién de HER2 esta asociada a un
fenotipo clinicamente agresivo de tumor de CM. En estos casos, frecuentemente se
indica la terapia con trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra el receptor de HER2. Esta opcion no es posible para tumores que no expresan
estos receptores, incluyendo tumores triple negativo (TNBC), para los cuales puede
indicarse terapias con bevacizumab (anticuerpo monoclonal que reconoce el factor de
crecimiento del endotelio vascular, VEGF, asociado a metastasis por estar implicado
en la angiogénesis) [15].

Con respecto a la quimioterapia, la modalidad actual consiste en la
administracion de farmacos basados en moléculas citotéxicas, tales como paclitaxel,
doxorrubicina, docetaxel, ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, entre otros. Sin embargo,
estos farmacos son altamente tdxicos, se distribuyen inespecificamente en el
organismo, requieren de altas dosis y producen una amplia variedad de efectos
adversos. Por lo tanto, los tratamientos actuales implican numerosos efectos

secundarios, que se asocian a la alta toxicidad y baja especificidad del principio activo,
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especialmente pérdida del apetito, caida del cabello, inmunodepresién, debilidad,

fatiga, menopausia prematura y desarrollo de tumores resistentes [156].

Para evitar estos inconvenientes, una tendencia en el tratamiento es la
vehiculizacion de principios activos antineoplésicos en sistemas a nanoescala. Esta
estrategia ofrece numerosas ventajas, como la mejora de la solubilidad y estabilidad
del farmaco, la proteccion frente a la degradacion y la excrecién y prolongacién de la
vida media, que en Uultima instancia derivan en una mejor biodistribuciéon y
minimizacion de efectos secundarios. Existen formulaciones de medicamentos
antineoplasicos inyectables que involucran nanoparticulas de albumina sérica,
especificamente albumina sérica humana (HSA, apta para uso parenteral). Se puede
considerar al producto Abraxane como el principal desarrollo en el campo de estudio,
desde su aprobacion por FDA en EE.UU. para el tratamiento de cancer de mama
metastasico, que consiste en nanoparticulas de albumina que encapsulan paclitaxel
(nab-technology).

Por otro lado, ha surgido como estrategia contra el cancer la quimioprevencion,
la cual se basa en el uso de compuestos quimicos no téxicos de origen sintético o
natural que ejercen su accion en multiples etapas de la carcinogénesis, con el objeto
de inhibir, revertir o retrasar la misma [157]. Entre los compuestos naturales que se
han propuesto para quimioprevencién del cancer se encuentran los flavonoides, y
dentro de este grupo, se destaca crisina (Cris). Debido a su abundancia en plantas y
sus efectos beneficiosos para la salud, se ha propuesto a este flavonoide como
potencial agente bioactivo para ser utilizado en terapias quimiopreventivas y

tratamiento contra el cancer.

4.1.3. Crisina en terapias contra el cancer de mama

En los ultimos afos, se ha investigado la actividad antitumoral del flavonoide
Cris y se ha reportado que presenta citotoxicidad frente a una gran variedad de lineas
celulares tumorales de CM, en concentraciones que varian entre 5 uM y 120 uM [109],
[120], [158].

Para evaluar el efecto in vitro de un compuesto bioactivo sobre la proliferacién
de lineas celulares tumorales, se recurre a ensayos de viabilidad celular donde se
incuban las células en medio de cultivo junto con el compuesto disuelto en un solvente
de vehiculizacion, generalmente dimetilsulféxido (DMSOQO), en el cual la mayor parte de
los compuestos bioactivos presentan alta solubilidad. Entre las lineas celulares de CM
empleadas, se encuentran las lineas MCF-7 (hormono-dependiente) y MDA-MB-231
(hormono independiente, por derivar de un tumor TNBC). Los estudios publicados
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sobre la citotoxicidad de Cris sobre ambas lineas celulares mostraron que Cris reduce
la viabilidad celular de una manera dosis-dependiente, tras una exposicion mayor a 24
h [159], [160]. Segun estos estudios, Cris a una concentracion de 20 uM redujo
significativamente la viabilidad de células MCF-7 luego de 72 h de tratamiento [159],
siendo el principal mecanismo de muerte la induccién de apoptosis. Por otro lado, Cris
present6 efectos antiproliferativos sobre células MDA-MB-231 en concentraciones que
varian entre 20 y 100 uM [115], [159], en tiempos de exposicidn entre las 48 h y 56 h.
Al contrario del efecto observado sobre las células MCF-7, la reduccion de la viabilidad
de células MDA-MB-231 no estaria relacionada a la induccién de apoptosis.

Ademas, es interesante destacar que Cris ejerce citotoxicidad preferencial
sobre células tumorales por sobre las lineas celulares no tumorales. En este sentido,
se ha reportado que lineas celulares de tejidos normales, como las de fibroblastos y
células epiteliales son mucho mas resistentes al efecto citotoxico de Cris (a una
concentracion de 20 pM, tras incubacion por 72 h) en comparaciéon con lineas
celulares de cancer [83]. Esto permitiria la administracién de Cris en terapias
selectivas contra el cancer, minimizando los efectos téxicos sobre células normales y

tejidos sanos.

La combinacién de Cris con agentes citotoxicos normalmente utilizados en la
quimioterapia tradicional es una estrategia que ha permitido disminuir la dosis del
principio activo, resultando en un efecto sinérgico. En este aspecto, se ha reportado
que Cris, ademas de ejercer actividad citotoxica por si misma, también es capaz de
incrementar la actividad antitumoral de drogas utilizadas en quimioterapia contra el
CM, entre ellas la doxorrubicina [161], el metotrexato [162] y el 5-fluoruracilo [163].

A pesar de su actividad frente a células tumorales y su potencial como agente
quimiopreventivo, Cris presenta como principal limitante una baja solubilidad en medio
acuoso. Por lo tanto, surge la necesidad de la busqueda de estrategias que permitan
su solubilizacién y administracion. Entre ellas, la nanotecnologia ofrece la posibilidad
de aumentar la solubilidad en agua, mejorar la biodisponibilidad del activo, proteger
contra la degradacién o reacciones no deseadas como la oxidacién, y retrasar el
metabolismo y excrecién. En este sentido, se sabe que, tras su administracién por via
oral, Cris es conjugada y excretada rapidamente [109], [158]. En consecuencia, se
han realizado varios esfuerzos de desarrollo de sistemas de nanoparticulas para la
vehiculizacion de Cris [117], [85]. Entre las estrategias utilizadas, se ha reportado la
encapsulacion de Cris en diferentes tipos de vehiculos, entre los que se destacan los
sistemas de liposomas [164], micelas [165] y nanoparticulas poliméricas [123], [124].
Dentro de las nanoparticulas poliméricas, se han empleado diferentes polimeros,
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como el quitosano, ciclodextrinas, acido polilactico-glicélico (PLGA) [166], [167] y
proteinas como las albuminas [60]. Este ultimo enfoque es de especial interés dado
que se considera a las albuminas como vehiculos biocompatibles y seguros para
administracién en humanos. Sin embargo, los métodos mas estudiados y utilizados
para la vehiculizacion de Cris en nanoparticulas de albuminas son la emulsificacion y
la desolvatacién previamente descriptos, por lo que la obtencién de nanoparticulas de
albuminas por tratamiento térmico proporciona un método sencillo, de bajo costo, que
evita el uso de solventes toxicos e incompatibles con el medio ambiente, eliminando a

su vez variables para la posterior optimizacion del proceso.

4.1.4. Modelos de digestion gastrointestinal in vitro

En los ultimos anos, la aplicacion de la nanotecnologia para la encapsulacion
de bioactivos y su incorporacion en alimentos funcionales constituye un area de interés
creciente. Por lo tanto, surge como estrategia de quimioprevencion de enfermedades
la incorporacion de bioactivos en la forma de nanosuplementos. A su vez, los
nanosuplementos pueden mejorar propiedades de los compuestos bioactivos, como su
solubilidad, la residencia en el tracto gastrointestinal, caracteristicas de su liberacién y
eficiencia de absorcion intestinal [168], [169].

Luego de ser ingeridos, los alimentos son sometidos a un proceso de digestion
gastrointestinal. Este proceso puede estudiarse utilizando varios métodos o modelos,
incluyendo modelos in vitro estaticos o dinamicos, cultivos celulares y ex vivo, en
animales y humanos. En particular, dentro de los modelos de digestion gastrointestinal
in vitro pueden distinguirse los modelos estaticos de los dinamicos [170]. Los métodos
estaticos son los mas simples, incluyen dos o tres etapas de digestion (oral, gastrica e
intestinal) y los productos derivados permanecen en gran medida inmdviles en un solo
biorreactor estatico. Recientemente, se alcanzé un consenso internacional dentro del
COST Action Infogest [171] y se public6é un protocolo consenso [172], [173] que desde
entonces ha sido utilizado internacionalmente. Por lo tanto, los modelos estaticos son
los mas rapidos y simples, pero debido a que no reproducen el entorno dinamico del
tracto gastrointestinal, se utilizan predominantemente para estudios de digestion en
alimentos simples y componentes de alimentos aislados o purificados. Por otro lado,
en los modelos dinamicos las condiciones dentro de los diferentes compartimentos
cambian con el tiempo para simular los procesos de digestién que ocurren in vivo.
Pueden incluir diferentes secreciones digestivas que se agregan a los compartimentos
del modelo en diferentes tiempos, control de pH en tiempo real, la adicién de un paso
duodenal (donde se neutraliza el pH del quimo), la inclusién de fuerzas fisicas a las
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que normalmente son sometidos los alimentos (por ejemplo, movimientos

peristalticos), y otros factores para mejorar la emulacion del proceso.

En base a lo anteriormente expuesto, en este capitulo de tesis se obtuvo una
formulacion liofilizada de los sistemas BSAnp cargados con Cris, se comprobd la
conservacion de sus propiedades fisicoquimicas tras la liofilizacién, y se evalud su
actividad antitumoral in vitro sobre lineas celulares de cancer de mama. Para evaluar
el potencial uso de BSAnp para la encapsulacion de compuestos bioactivos en forma
de nanosuplementos para la prevencion y/o tratamiento del CM, se examiné la
liberacion de Cris a partir de las nanoparticulas luego de un proceso de digestién

gastrointestinal in vitro utilizando un modelo estatico.

4.2.OBJETIVOS
Los objetivos especificos planteados en este capitulo son:

Objetivo 1: Obtener una formulacién mediante liofilizacion de nanoparticulas

de albumina sérica bovina cargadas con crisina.

Objetivo 2: Evaluar los cambios en las propiedades térmicas y fisicoquimicas
de las nanoparticulas tras el proceso de liofilizacién y reconstitucién del polvo.

Objetivo 3: Estudiar los efectos de los polvos reconstituidos sobre lineas

celulares de cancer de mama.

Objetivo 4: Evaluar la liberacion de crisina a partir de las nanoparticulas bajo
condiciones de digestién gastrointestinal.

4.3.MATERIALES Y METODOS
4.3.1. Materiales

Se utilizé6 albumina sérica bovina (BSAn, pureza >96%) y Cris (pureza >
96.5%) adquiridos en Sigma Aldrich (EE. UU.). Las sales Na;HPO4, KH2PO4, NaCl y
KCI, fueron obtenidas de Cicarelli (Argentina). EI DMSO fue adquirido en Biopack
(Argentina). El manitol fue adquirido en Cicarelli (Argentina) y su fraccion insoluble fue
<0,01% p/p. Los solventes utilizados para los andlisis cromatograficos fueron
obtenidos de Pharmco Aaper y Sintorgan y todos fueron de calidad HPLC. Los
materiales para cultivos celulares fueron adquiridos en Corning (Princeton, N. J., EE.
UU.). El medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y el reactivo
sustituto de tripsina TrypLE™ fueron adquiridos en Gibco (Gaithersburg, M. D., EE.
UU.). El suero fetal bovino (SFB) fue adquirido en Internegocios S.A. (Argentina). Las
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sondas fluorescentes anexina V, isotiocianato de fluoresceina (FITC), ioduro de
propidio (IP) y la sal bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
fueron adquiridas en Invitrogen Corporation (Buenos Aires, Argentina). La pepsina de
la mucosa gastrica porcina (P7000), la pancreatina del pancreas porcino (P7545), el
extracto de bilis porcino (B8631), la hemoglobina (H2500), el clorhidrato de éster
metilico de Na-p-Tosyl-L-arginina (TAME, T4626) y el inhibidor de proteasas (P2714)
se adquirieron de Sigma (EE. UU.). Todos los materiales se almacenaron de acuerdo

con las recomendaciones del fabricante.

4.3.2. Preparacion de nanoparticulas de albumina sérica bovina

Se prepararon los sistemas de nanoparticulas obtenidos y caracterizados en el
Capitulo 1 de la presente tesis, de acuerdo con el procedimiento detallado en la
seccion 3.3.2. Brevemente, se prepararon dispersiones de BSAn 4,0% p/p en solucion
acuosa de NaCl 50 mM, se filtraron con membrana de éster de celulosa de 0,45 umy
se ajusté el valor de pH de estas a 9,0 y 11,0 por agregado de NaOH 1 M. Se
dispensaron 2 mL de dispersion de BSAn en tubos de vidrio con tapa a rosca y se
sumergieron en un bano termostatizado durante 5 min a dos temperaturas: 70°C y
85°C, para obtener los sistemas de nanoparticulas: BSAnp-70-9, BSAnp-70-11,
BSAnp-85-9 y BSAnp-85-11. Una vez finalizado el tratamiento térmico, los tubos
fueron inmediatamente enfriados en bafo de hielo. Se utilizé una dispersion de BSAn
(sin tratamiento térmico) como control. Todas las muestras fueron almacenadas a 4°C

hasta su posterior andlisis.

4.3.3. Formacion de nanocomplejos con crisina y ensayos de turbidez

En primer lugar, con el objeto de evaluar la concentracion maxima de Cris que
es posible agregar a la suspension de BSAnp sin que ocurra precipitacion de Cris libre,
se realizaron mediciones de absorbancia a 600 nm, como una medida estimativa de la
turbidez del sistema [44]. La turbidez puede medirse por este método como
absorbancia a 400 nm o a 600 nm. Debido a que el espectro de absorcién de Cris

tiene un maximo cercano a 400 nm, se empled la absorbancia a 600 nm.

Para ello, se diluyeron todos los sistemas BSAnp en PBS pH 7,4 hasta una
concentracion final de proteina de 0,05% p/p. Paralelamente, se prepard una solucion
stock de Cris 100 mM en DMSO. Luego, se dispensaron 5 mL de dispersién de BSAnp
en tubos de vidrio y se agregaron alicuotas crecientes de solucién stock de Cris hasta
una concentracién final de Cris comprendida en el rango 200-2.000 uM, con

incrementos de 200 uM. Inmediatamente después del agregado de Cris, los tubos se
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agitaron en vértex. El porcentaje final de DMSO en cada tubo fue <2,5% v/v por lo que
fue considerado despreciable, ya que se comprobd que en esas concentraciones no
produce modificaciones sobre estructura de la proteina (Capitulo 1, seccién 3.4.3.1).
Los tubos se dejaron equilibrar durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, se
realizaron mediciones de absorbancia a 600 nm utilizando un espectrofotémetro UV-
Vis Jenway modelo 7305 (Reino Unido) y cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz.
En forma previa a cada medicién de absorbancia, se agitd el tubo con la muestra con
el objeto de registrar la turbidez inicial. Todas las mediciones fueron realizadas a
temperatura ambiente (20°C).

4.3.4. Produccion de polvos liofilizados de nanoparticulas
4341 Obtencion de polvos liofilizados de nanoparticulas de BSA cargadas con
crisina

Para obtener los polvos liofilizados de BSAnp y BSAn con y sin carga de Cris
se prepar6 una formulacion liquida con manitol como agente crioprotector. Para ello,
en primer lugar, se diluyeron los sistemas en PBS pH 7,4 hasta una concentracion
proteica de 1,0% p/p. Para los sistemas cargados con Cris, se agreg6 solucion stock
de Cris (100 mM, en DMSO) hasta una concentracion final de 400 uM. Luego, se
agreg6 una mezcla de PBS (pH 7,4) y manitol 10% p/p hasta obtener una solucién de
liofilizacion con las siguientes concentraciones finales de componentes: 0,5% p/p
BSAn, 200 uM Cris y 5% p/p manitol. Se dispensaron 25 mL de cada solucién de
liofilizacion en cristalizadores (90 mm de diametro) y se congelaron en freezer a -20°C
durante 24 h. Finalmente, se liofilizaron utilizando un liofilizador Alpha 1—4 LDplus
(Christ, Osterode, Alemania) a una temperatura de bandeja de -60°C y presion de 2,1
x 10 mbar.
4.3.4.2. Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas tras la reconstitucion de
los polvos liofilizados

Para evaluar si las propiedades de los sistemas de nanoparticulas tras la
liofilizacion se conservan, se reconstituyeron muestras de cada liofilizado agregando la
misma cantidad de agua eliminada durante la liofilizacién. Para ello, se pesaron 0,35 g
de muestra en frascos por duplicado y se agregaron 5 mL de agua Milli-Q. Las
muestras se dejaron hidratar y equilibrar durante 24 h a temperatura ambiente y se

efectuaron los andlisis detallados a continuacion.

4.3.4.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
4.3.4.2.1.1. Fundamentos de calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por las siglas en inglés de
Differential Scanning Calorimetry) se encuentra comprendida entre las técnicas de
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andlisis térmico, enfocadas en estudiar y establecer la relacién entre la temperatura y
las propiedades fisicas de materiales. DSC se basa en la medicién de la diferencia del
flujo de calor absorbido o liberado por una muestra en comparacién con un material de
referencia, cuando ambos son sometidos a cambios de temperatura controlados [174].
Los componentes bésicos de un calorimetro DSC son: una camara u horno en cuyo
interior se colocan posicionadas simétricamente dos celdas: una celda de muestra y
una celda de referencia, un sensor y un registrador de datos. Durante un experimento
tipico de DSC, se proporciona un flujo de calor a velocidad constante simultdneamente
a la muestra y a un material de referencia del cual se conoce que no sufre cambios en
el intervalo de temperaturas de trabajo. Se registra la diferencia en el flujo de calor que
hay que suministrar a la muestra y a la referencia para que ambas se mantengan en la
misma temperatura. Esta diferencia esta dada por la capacidad calorifica (Cp) de la
muestra: si el Cp de la muestra es mayor, habra que proporcionar mayor flujo de calor
para mantener constante la temperatura con respecto a la referencia. A presion
constante, el Cp es igual a la derivada parcial del cambio de entalpia (AH) con
respecto a la temperatura (T) (Ecuacién 8):

Cp = (i—';)P (Ec. 8)

Por lo tanto, es posible medir por DSC la funcién entalpia a través de la
integracion del Cp (Ecuacion 9):

H(T) = sz Cp dT + H(T,) (Ec.9)

En las curvas tipicas de DSC o termogramas (Figura 28) se representa el flujo
de calor en funcién de la temperatura, y a partir de ellos es posible detectar cambios
endotérmicos o exotérmicos. Las transiciones de primer orden producen picos, como
por ejemplo los procesos de cristalizacién de azucares o de fusion del agua, lipidos u
otros compuestos. Por otro lado, las transiciones de segundo orden producen saltos
en el flujo de calor, como lo es la transicion vitrea. A partir de estos datos, es posible
determinar temperaturas de fusién, cristalizacién, y de transicion vitrea de materiales,

y el valor de AH asociado.
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Figura 28. Representaciones esquematicas de termogramas DSC obtenidos para un proceso
endotérmico de primer orden (A) y para un proceso endotérmico de segundo orden (B).

En el estudio de biopolimeros como las proteinas, esta técnica permite ademas
estudiar procesos de desnaturalizacion y agregacion de una proteina en solucién (Gill
y col., 2010). La desnaturalizacion térmica de proteinas es una transicion de primer
orden que ocurre al calentar la proteina en su estado nativo, siempre en presencia de
una cantidad importante de agua. En general, la cantidad de calor requerida para la
transicién es muy pequena, del orden de los 20 J.g™'. La temperatura correspondiente
al punto medio de la transicién (Tm) es aquella a la cual el 50% de la proteina se
encuentra desnaturalizada, mientras que el otro 50% permanece en su estado nativo.
Esta temperatura es caracteristica de cada proteina y depende del pH, fuerza iénica y

de la velocidad de calentamiento.
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Figura 29. Representacion esquematica del termograma DSC obtenido para la
desnaturalizacion térmica de una proteina.

4.3.4.2.1.2. Analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido
Se analizaron las propiedades térmicas de BSAnp antes y después de liofilizar
mediante DSC utilizando un calorimetro Q2000 (TA Instruments, EE. UU.), cuyo rango
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de temperatura de trabajo de celda es de -180°C a 400°C. Para ello, se dispensaron
20 pl de dispersién de cada sistema (4,0% p/p de concentracion proteica final, pH 7,4)
en celdas de aluminio herméticas Tzero (TA Instruments, Suiza) y se registraron los
termogramas en el rango 20-80°C a una velocidad de 10°C.min"". Con el objeto de
evaluar el efecto del proceso de liofilizacidn sobre las transiciones térmicas de la
proteina, se incluyé BSAn como control.

4.3.4.2.2. Distribucion de tamafio de particulas por DLS y potencial {

Se determiné la distribucion del tamarno de particulas (PSD) de BSAn y BSAnp
por dispersion dindmica de luz (DLS) empleando un equipo Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) equipado con un laser He-Ne de una longitud
de onda de salida de 638,8 nm y un angulo de dispersion de 90° EI diametro
hidrodinamico de particula fue obtenido a partir de PSDi. La curva PSDv se generé a
partir de PSDi aplicando la teoria de Mie, y fue utilizada para identificar poblaciones
mayoritarias. Para realizar las trasformaciones, se utilizé un valor de indice de
refraccion del analito de 1,45, un indice de refraccion del solvente de 1,33 y un valor
de absorcién de 0,001. A su vez, se determiné el valor de potencial ¢ a partir de la
distribucion de la movilidad electroforética de las particulas, aplicando la técnica de
velocidad de laser Doppler y la ecuacion de Smoluchowski. Todas las determinaciones
fueron realizadas por triplicado a temperatura ambiente (25°C).

Con el objeto de examinar las principales diferencias entre el tamano de
particula y la carga superficial de los sistemas antes y después de liofilizar, se calcul6
la relacién entre el valor obtenido antes y después de liofilizar del diametro de particula

promedio (relacién PS) y potencial € (relacién ZP), como sigue:

Relacion PS ="4/ps  (Ec. 10)

Relacién ZP = ZPd/ZPa (Ec. 11)

Donde PSyy PSa son los valores de tamaro de particula obtenidos después y
antes de liofilizar, respectivamente, mientras que ZPqy ZP, se refieren a los valores de
potencial { obtenidos después y antes de liofilizar, respectivamente. Segun lo
propuesto por Fang et al (2009) [141], si la relacion se encuentra entre 0,7 y 1,3 (es
decir, representa un cambio de + 30% en el parametro) el sistema de nanoparticulas
presenta una buena redispersion acuosa, con lo que puede considerarse que el

tamano hidrodinamico de particula y la carga superficial se encuentran conservadas.
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4.3.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de crisina en polvos

Se determiné la eficiencia de encapsulacién (EE) de los polvos reconstituidos
aplicando el método de extraccion de Cris libre y posterior cuantificaciéon por
RP-HPLC, mediante el procedimiento descrito anteriormente (Capitulo 1, seccion
3.3.5.3). En primer lugar, se ajusté el pH de las muestras de polvos resuspendidos
hasta el punto isoeléctrico de BSAn (4,7-4,8). Luego, se centrifugaron las muestras a
10.000 g durante 30 min para lograr la precipitacion de los complejos BSAn-Cris y
BSAnp-Cris, quedando Cris libre en suspensién. Se ftransfiieron 3 mL de
sobrenadante a tubos Falcon limpios, se agregaron 2 mL de acetato de etilo (mezcla
3:2 agua-acetato de etilo), y se centrifugé a 8.000 g durante 10 min, para lograr la
separacion de las fases. Se tomaron 500 ul de fase organica (acetato de etilo), se
colocaron en frascos color caramelo con tapa y se evapor6 el solvente bajo corriente
de gas N2 hasta sequedad. Las muestras fueron redisueltas agregando 500 ul de
metanol para cuantificacion de Cris por RP-HPLC en las mismas condiciones
anteriormente descritas. Una vez obtenida la cantidad de Cris libre, y conociendo la
cantidad total de Cris agregada en la formulacién, se calculd la EE de la siguiente
manera (Ecuacién 12):

EE (%) = <810y 100
cris (Ec. 12)
Donde Cris; corresponde a la cantidad total de Cris presente en la dispersion

BSAnp-Cris y Cris;es la cantidad de Cris libre determinada por RP-HPLC.
La capacidad de carga (LC) se calculé como la masa de Gen cargada en el
vehiculo (en ug) por miligramo (mg) de proteina (Ecuacién 13):

LC (,ug Gen/

__ hg Genr—pg Geny,
mg proteina) - (Ec. 13)

mg proteina

4.3.5. Evaluacion de la actividad antitumoral in vitro de los polvos resuspendidos

4.3.5.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Para la evaluacion de la actividad antitumoral de los polvos resuspendidos se
utilizaron lineas celulares humanas de cancer de mama: MCF-7 (hormono
dependiente) y MDA-MB-231 (hormono independiente) (Corning, USA).

La linea celular MCF-7 fue establecida en 1973 desde una efusion pleural de
una mujer caucasica de 69 anos con cancer de mama metastasico, que probd poseer
respuesta ante la administracion de hormonas [175]. El carcinoma a partir del cual
deriva la linea es de tipo ductal invasivo, cuyas células proliferan en presencia de
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estrogeno. Las células presentan morfologia epitelial, conservando algunas
caracteristicas del epitelio mamario diferenciado, incluyendo la capacidad de producir
estradiol a partir de estrogeno presente en el citosol. En cuanto a sus marcadores
moleculares, las células expresan RE y RP, no presentando expresién de HER2 [176],
y se clasifican bajo el subtipo luminal A. Se determin6 que las células son no
invasivas, de baja agresividad y bajo potencial metastasico. Debido a la presencia de
receptores hormonales y a presentar crecimiento en respuesta a hormonas, esta linea
es considerada un modelo idéneo para estudiar la actividad antitumoral basada en

drogas anti-estrogénicas como, por ejemplo, el tamoxifeno.

Por su parte, la linea celular MDA-MB-231 fue derivada de un adenocarcinoma
mamario metastasico de una mujer caucasica de 51 anos, en el M. D. Anderson
Hospital and Tumor Institute [177] por lo que pertenece a la serie MDA de lineas
celulares de cancer de mama. Presenta morfologia epitelial, siendo las células
altamente agresivas, invasivas y pobremente diferenciadas. Es una linea celular que
no expresa RE, PR, ni HERZ2 por lo que es considerada triple negativa [176]. Debido a
la ausencia de receptores hormonales, esta linea es frecuentemente utilizada en

investigacion sobre terapias no hormonales.

En este trabajo, las lineas celulares fueron cultivadas en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% p/p de suero fetal bovino
(SFB), 100 IU/mL de penicilina 'y 100 pg/mL de estreptomicina a 37°C en atmésfera de
CO: al 5%, y se subcultivaron utilizando TrypLE™ en microplacas de 96 pocillos
durante 24 h.

4.3.5.2. Determinacion de la viabilidad celular mediante ensayo MTT

En primera instancia se evaluaron los efectos antiproliferativos de los sistemas
utilizando el ensayo colorimétrico MTT [178]. Este ensayo se basa en la reduccidn
metabdlica de la sal bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a
un compuesto coloreado de color azul oscuro (formazan). La reduccion es realizada
por enzimas mitocondriales succinato deshidrogenasas presentes en las células a
evaluar, por lo que la cantidad de formazan producido es proporcional a la cantidad de
células vivas en fase de crecimiento exponencial. Las mediciones de absorbancia
relativas a un control determinan el porcentaje restante de las células viables después
de su tratamiento con concentraciones del compuesto a ensayar, por lo cual este

ensayo es utilizado para evaluar actividad citotdxica de drogas con precisién y rapidez.

Para realizar el ensayo, las células MCF-7 y MDA-MB-231 (5 x 10°

células/pocillo) fueron tratadas con soluciones reconstituidas (a una concentracion final
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de 100 puM Cris) a 37°C por 72 h, seguido de incubaciéon con 0,5 mg/mL MTT por 3 h.
La concentracion de Cris utilizada corresponde a la reportada como efectiva en
estudios previos sobre la accion de Cris sobre células MCF-7 y MDA-MB-231 [115],
[159]. Se midié el desarrollo de color espectrofotométricamente utilizando un lector de
microplaca (7530, Cambridge Technology, Inc., USA) a 570 nm en DMSO (100 ul por
pocillo).
4.3.5.3. Evaluacion de mecanismos de muerte celular por marcacion con sondas
fluorescentes y analisis por citometria de flujo.
4.3.5.3.1. Mecanismos de muerte celular

En base a caracteristicas morfolégicas pueden distinguirse tres tipos
principales de muerte celular: apoptosis (tipo I), muerte celular por autofagia (tipo Il) y
necrosis (tipo Il) [179]. Se denomina apoptosis al mecanismo de muerte celular
programada puesto en marcha por una célula en respuesta a determinados estimulos.
Las células apoptéticas se caracterizan por mostrar condensacion de la cromatina,
apariciéon de repliegues en la membrana plasmatica (blebbing), fragmentacién de la
cromatina y del ndcleo. Estos procesos mediados por la accion de caspasas, las
cuales son cistein-proteasas intracelulares que participan en cascadas proteoliticas
[179]. La apoptosis culmina en la formacion de cuerpos apoptéticos que engloban el
material celular y son fagocitados por macréfagos y otras células del sistema inmune,
por lo que usualmente este mecanismo de muerte no desencadena respuesta
inflamatoria. Por su parte, la necrosis involucra el abultamiento de la célula y sus
organelas hasta que se produce la ruptura osmética de la célula por alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular. Como consecuencia de la lisis celular se
descarga el contenido celular al medio, lo cual frecuentemente desencadena una
respuesta inflamatoria [179]. Por ultimo, la muerte celular por autofagia se caracteriza
por la formacién de grandes vacuolas que secuestran y degradan el contenido
citoplasmatico, produciéndose una condensacion leve de la cromatina, sin
fragmentacion del ADN [180].

La apoptosis forma parte de la homeostasis normal de los tejidos. Es
importante para el desarrollo normal de un organismo pluricelular a la vez que forma
parte del sistema de defensa de los organismos vivos puesto que propicia la
destruccién de células que suponen una amenaza para el mismo, como lo son
aquellas células infectadas por virus o aquellas que presentan dafos en el genoma.
Los defectos producidos dentro del proceso de apoptosis en células animales pueden

derivar en el desarrollo de células tumorales, y posteriormente en cancer. A su vez,
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muchas drogas empleadas en terapias contra el cancer actian induciendo la apoptosis
de células tumorales [181].
4.3.5.3.2. Deteccion de poblaciones celulares apoptoéticas y necréticas por

marcacion con anexina V-FITC y ioduro de propidio y analisis por citometria de
flujo.

Las diferencias en las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas entre las
células apoptéticas y necroticas pueden emplearse para distinguir ambos procesos.
Las células viables presentan fosfolipidos distribuidos asimétricamente en las caras
interna y externa de la membrana plasmatica, con fosfatidilcolina y esfingomielina en la
superficie externa y fosfatidilserina en el lado interno. Al inicio de la apoptosis se
producen cambios en la membrana plasmatica, entre los cuales se produce la
traslocacion de fosfatidilserina desde la cara interna hacia la cara externa de la
membrana [180]. La anexina V es una proteina que se une preferentemente a los
fosfolipidos cargados negativamente, como la fosfatidilserina, y por ello, es un reactivo
uatil para la deteccién especifica de células apoptoéticas. Debido a que no es capaz de
emitir fluorescencia, normalmente se la conjuga a un fluorocromo, como el
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Otra caracteristica distintiva de las membranas
plasmaticas de células viables es que excluyen fluorocromos catiénicos como el ioduro
de propidio (IP). En consecuencia, solo las células en una etapa tardia de apoptosis,
que poseen alterada la permeabilidad de la membrana celular, captaran este colorante
que es capaz de unirse al ADN. Asi, el uso combinado de las sondas fluorescentes
anexina V-FITC/IP permite la discriminacion entre células viables (anexina V-FITC-/IP-
), células en apoptosis temprana (anexina V-FITC+/IP-), células en apoptosis tardia
(anexina V-FITC+/IP+) y células necréticas (anexina V-FITC-/IP+) [180].

La separacion y cuantificacion de las diferentes poblaciones celulares es
llevada a cabo por citometria de flujo. Dicha técnica utiliza como muestra una
suspension celular y permite la medicién simultanea de mdltiples caracteristicas en
una célula. El equipo empleado es un citdmetro de flujo, el cual detecta y analiza la
dispersién de luz combinada con fluorescencia para obtener informacién de los
parametros de cada célula. La dispersion de luz hacia adelante (Forward Scatter, FSC)
brinda informacién acerca del tamano celular, mientras que la dispersién de la luz a
90° (Side Scatter, SSC) es dependiente del contenido de granulos o complejidad
citoplasmatica de la célula. La combinacion de estos dos parametros Opticos permite
diferenciar células en base a su tamafno y complejidad citoplasmética. Si se realiza en
forma previa la marcacion de las células con sondas fluorescentes, es posible ademas
medir fluorescencia empleando filtros que seleccionan las longitudes de onda
apropiadas. Adicionalmente, los citbmetros pueden estar equipados de un separador o
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sorter, que permite la separacioén fisica de las células con caracteristicas distintivas.
Dentro de estos, los citdmetros FACS (Fluorescence-activated cell sorting) permiten la
separacion de poblaciones celulares que poseen diferentes marcadores fluorescentes
en su superficie. Los datos almacenados son procesados y analizados por un
software, y son presentados utilizando frecuentemente graficos monoparamétricos

como los histogramas o diparamétricos, como los graficos de puntos o dot-plot [182].

En el presente trabajo, se analizd el mecanismo de muerte celular implicado en
los sistemas de nanoparticulas presentaron mayor actividad citotdéxica. Para ello, las
células fueron tratadas con muestras de polvos reconstituidos de BSAn-Cris y BSAnp-
Cris en una concentracion final de Cris de 100 uM, durante 72 h. Para realizar la
marcacion, se realizaron lavados de las células con PBS y se ajusto6 la concentracion
celular a 1 x 10° células/mL en buffer de binding 1 X. Se mezclé un volumen de 100 uL
de suspension celular con 2,5 L de anexina V-FITC y 2 uL de ioduro de propidio (IP)
y la mezcla se incubd durante 15 min a temperatura ambiente. Luego, se realiz6 el
andlisis por citometria de flujo empleando un citometro BD FACS Calibur™. Los
porcentajes de células segun la presencia de marcadores en su superficie se
determinaron utilizando el software FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, EE. UU.).

4.3.6. Evaluacion de la liberacion gastrointestinal in vitro de crisina en
nanoparticulas

Con el objeto de examinar la liberacién de Cris a partir de las nanoparticulas
bajo condiciones de digestion gastrointestinal, se aplicé un protocolo donde se simula
este proceso in vitro basado en un consenso internacional [173]. El mismo consistié en
una fase gastrica y una fase intestinal, donde la muestra de polvos reconstituidos se
incub6d con fluidos que simulan las condiciones de pH, fuerza idnica y presencia de
enzimas correspondientes a cada etapa de digestion.

4.3.6.1. Actividades enzimaticas

Se determiné la actividad de la pepsina de la mucosa gastrica porcina segun lo
detallado por Anson y Mirsky (1932) [183] y Anson (1938) [184]. El ensayo se basa en
la medicion espectrofotométrica de los productos solubles en acido tricloroacético
(TCA) derivados de la reaccion de la hemoglobina con agua catalizada por la pepsina.
Se utilizd6 como sustrato enzimatico hemoglobina 2% p/v a pH 2,0. Paralelamente, se
preparé una solucion stock de pepsina (1 mg/mL) disolviendo el polvo en NaCl 150
mM -Tris 10 mM ajustado a pH 6,5 y se la mantuvo a 4°C. Antes del ensayo se
prepard un rango de 5 a 10 concentraciones de pepsina en HCI 10 mM. Para realizar
el ensayo, se agregd 1 mL de hemoglobina y se incubd en estufa a 37°C durante 3-4
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min para obtener una temperatura homogénea en el sustrato. Se adicionaron 200 uL
de la solucion de pepsina para cada concentracion a ser testeada y se incub6é 10 min a
37°C de manera de que se produzca la reaccién enzimatica. Para detener la reaccion
se agregaron 2 mL de TCA 5% p/v a cada tubo. Con el fin de obtener una solucion
limpida, se centrifugé a 6.000 g durante 30 min. Se trasvasé la fase acuosa a un tubo
Eppendorf nuevo, se equilibré a 20°C y se midi6 la absorbancia a 280 nm. Se realiz
un blanco del ensayo usando el mismo procedimiento, pero agregando la pepsina a
las diferentes concentraciones usadas luego del TCA. Para el calculo de la actividad

enzimatica, se utilizé la siguiente ecuacion (Ecuacion 14):

Actividad enzimética (mig) = W x 1000 (Ec. 14)

donde t es el tiempo de la reaccion, C es la concentracion de pepsina en la cubeta
(mg/mL) y A2s0 y Azson corresponden a la absorbancia a 280 nm de las diferentes
concentraciones de enzima y blanco, respectivamente. Es necesario obtener la misma

actividad enzimatica para las diferentes concentraciones ensayadas.

Por su parte, se determiné la actividad tripsina de la pancreatina derivada de
pancreas bovino de acuerdo a Hummel (1959) [185]. Este ensayo se basa en la
medicion espectrofotométrica del compuesto p-toluensulfonil-L-arginina producido por
la reaccion del sustrato p-toluensulfonil-L-arginina metil éster (TAME) con agua,
catalizada por la tripsina. Para ello, se prepar6 el sustrato TAME 10 mM vy la solucién
reguladora del pH de reaccion que consistié en Tris/HCl 46 mM conteniendo CaClz
11,5 mM, ajustando el pH a 8,1 a 25°C. Se prepararon al menos dos concentraciones
de enzima (1 mg/mL) disolviendo la pancreatina en HCI 1 mM y se las mantuvo a 4°C.
Para realizar el ensayo, se colocaron en la cubeta de cuarzo de medicién 2,6 mL de la
solucion reguladora del pH de reaccién y 0,3 mL de TAME. Se mezclé por inversion y
se incubd a 25°C por 3-4 min. A continuacién, se adicionaron 100 pL de tripsina a cada
concentracion a testear y se homogeneizé suavemente. Inmediatamente después, se
realizaron mediciones de absorbancia a 247 nm durante 10 min a 25°C, y se
determind la pendiente de la parte lineal de la curva en unidades de absorbancia/min.
Se realiz6 un blanco para el ensayo aplicando el mismo protocolo sin agregar enzima
y midiendo la absorbancia a 247 nm por 10 min (para el blanco la pendiente debe ser
cercana a cero). Finalmente, se calculé la actividad tripsina de la pancreatina
empleando la siguiente ecuacion (Ecuacion 15):

Actividad enzimética (mlg) = (247 A2070) __ 5 1000 x 3 (Ec. 15)

540 x mg pancreatina
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donde Az47 corresponde a la pendiente de la parte lineal de la curva (unidades de
absorbancia/min) para la enzima, Az47, €s la pendiente de la parte lineal (unidades de
absorbancia/min) para el blanco, el factor 3 corresponde a los mL de la mezcla de
reaccion, 540 es el coeficiente de extincion molar del TAME (L.mol'.cm™) y mg

pancreatina es la cantidad en mg de pancreatina en la mezcla de reaccion.

Los valores de actividad calculados fueron utilizados para determinar la
cantidad de enzima a agregar durante cada etapa del protocolo de digestion

gastrointestinal in vitro descripto a continuacion.

4.3.6.2. Simulacion del proceso de digestion gastrointestinal in vitro

Se utiliz6 un modelo estatico, en el que se simulan las etapas de la digestion en
un solo biorreactor, permaneciendo constante la relacién entre la cantidad de alimento,
y la de enzimas y sales biliares. El protocolo consta de una fase oral, una gastrica y
una intestinal, donde el alimento es sometido a un fluido salival simulado (FSS), fluido
gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS), los cuales consisten en una
mezcla de electrolitos, enzimas, CaCl,, sal biliar para el FIS y agua. En el presente
trabajo se omiti6 la fase oral considerando que las formulaciones liquidas poseen un
tiempo de residencia muy corto en la cavidad bucal, por lo que el efecto de esta etapa
sobre el proceso global podria considerarse despreciable [172].

Fase gastrica. Durante esta etapa se simula la digestién del alimento en el
estdbmago, por medio de la accién de enzimas en medio &cido (pH 3,0, HCI) y
sometido a movimientos peristalticos. En primer lugar, se prepard6 FGS 1,25X,
mezclando las soluciones salinas de manera tal de obtener la siguiente composicion:
KCI 6,9 mM, KH2PO4 0,9 mM, NaHCOs 25 mM, NaCl 47,2 mM, MgClz 0,1 mM y
(NH4)2CO3 0,5 mM. A esta mezcla se le agregé CaCl, 0,3 M de manera tal que se
obtuvo una concentracion final de 0,075 M CaCl.. Luego, se mezclaron volumenes
iguales de la solucién reconstituida de polvo liofilizado con FGS 1,25X en frascos de
vidrio con tapa a rosca de 7,5 mL para obtener una relacién de muestra:FGS 50%V/v.
Se agregd HCI para ajustar el pH hasta 3,0 y finalmente se agregé la soluciéon de
pepsina para obtener una actividad de 2000 U/mL y la cantidad necesaria de agua
para la correcta dilucion del FGS. Los frascos se incubaron a 37°C bajo agitacion
orbital a 60 rpm (Agitador Rotativo Multiple RS-24, BOECO) durante 2 h. Luego de
esta fase, tres frascos se utilizaron como blanco de fase gastrica (por triplicado), para
lo cual se les agreg6 inhibidor de proteasas 2 mM (Sigma Aldrich, P2714), mientras

que otros tres frascos fueron sometidos a la fase intestinal subsecuente.
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Fase intestinal. Durante esta etapa, llevada a cabo en el intestino delgado, se
produce la degradacion de carbohidratos, proteinas y lipidos hasta obtener moléculas
mas simples para que puedan ser absorbidas. En primera instancia, se prepard FIS
1,25X mezclando soluciones salinas de manera tal de obtener la siguiente
composicion: KCI 6,8 mM, KH2PO4 0,8 mM, NaHCOs 85 mM, NaCl 38,4 mM y MgCl.
0,33 mM. Luego, se agregbé CaCl, hasta alcanzar una concentracién final de 0,3 M, y
la solucién de sales biliares hasta una concentracion final de 10 mM. A continuacion,
se agregd la pancreatina porcina disuelta en la solucién stock de FIS 1,25X; la
cantidad se basé en la actividad tripsina que fue de 100 U/mL en la mezcla final de
reaccion. Luego, se agregd la cantidad adecuada de agua para la correcta dilucion del
FIS. A partir de las muestras provenientes de la fase gastrica, se mezclaron
volumenes iguales de muestra y FIS 1,25X en tubos de vidrio con tapa a rosca para
obtener una relacién quimo gastrico:FIS 50 %v/v. Posteriormente, se adicion6 la
cantidad necesaria de NaOH 1/0,1 M para ajustar el pH de la mezcla a 7,0.
Inmediatamente, los tubos fueron sometidos a las condiciones de digestién intestinal: 2
h a 37°C con agitacion orbital (60 rpm). Finalizada la digestién, se agreg6 inhibidor de
proteasas (Sigma Aldrich, P2714) a las muestras en concentracion 2 mM para detener
la accién enzimatica. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su andlisis.
4.3.6.3. Determinacion de la cantidad de crisina liberada tras la digestion
gastrointestinal

Las muestras provenientes de las fases gastrica e intestinal del proceso de
digestion gastrointestinal in vitro fueron analizadas para determinar la cantidad de Cris
liberada a partir de los complejos con nanoparticulas. Para ello, se tomaron 4 mL de
muestra y se realizd la extraccion de Cris libre con acetato de etilo y posterior
cuantificacién por RP-HPLC mediante el procedimiento descrito anteriormente para la
determinacion de la eficiencia de encapsulaciéon (Capitulo 1, seccién 3.3.5.3). El
porcentaje de liberacion de Cris (Lcris) durante la digestion gastrointestinal in vitro fue
calculado mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 16):

Leris(%) = (1 - 222251) £ 100% - (Ec. 16)

donde Crist es la cantidad utilizada de Cris en la formulacion de polvo liofilizado, y
Cris. es la cantidad de Cris liberada en la fase acuosa luego de la digestion

gastrointestinal in vitro.
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4.3.7. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante ANOVA utilizando el
software StatGraphics Plus 3.0, aplicando el método LSD de Fisher a un nivel de
confianza del 95% (p<0,05).

4.4.RESULTADOS

4.4.1. Determinacion de la concentracion adecuada de crisina para cargar las
nanoparticulas

La incorporacion o carga de Cris en BSAnp se realiz6 utilizando a una técnica
antisolvente modificada [186], [187]. Esta técnica se basa en el uso de dos solventes
liquidos completamente miscibles entre si, de los cuales uno es un buen solvente para
el compuesto activo y en el otro el compuesto activo presenta una muy baja solubilidad
(antisolvente). Generalmente, el antisolvente se agrega para producir la
sobresaturacién y precipitacion del compuesto activo. En la técnica modificada que se
utilizé en esta tesis, Cris se disolvi6 completamente en DMSO y se agreg6é una
alicuota a la solucién acuosa de BSAnp, produciéndose la insolubilizacion de Cris en
agua, lo cual promoveria su posterior unidbn e incorporacion en los dominios
hidrofébicos de BSAnp. Sin embargo, una proporcion de Cris podria permanecer en
estado libre y precipitar en soluciéon, aumentando la turbidez de la solucién. Por lo
tanto, para evaluar la concentracién adecuada de Cris para realizar la carga de BSAnp
sin que ocurra precipitacién apreciable de nanocomplejos o Cris libre, se monitore6 la
turbidez (medida como absorbancia a 600 nm) de las dispersiones de BSAnp a
concentraciones crecientes de Cris (BSAnp en una concentracion final de 0,5% p/p en
PBS pH 7,4 y Cris 200-2.000 puM). El rango de concentracion de Cris evaluado
previamente (0-140 pM) corresponde al maximo que puede evaluarse por
fluorescencia evitando el fendmeno de filtro interno [132], por lo que por turbidez se
evalué un rango de concentraciones mayor (200-2.000 uM). Se contemplé que en
todos los casos la concentracion final de DMSO sea menor a 2,5%v/v, para no
producir modificaciones indeseadas en los sistemas proteicos.

La Figura 30 muestra el efecto de la adicion de concentraciones crecientes de
Cris sobre la turbidez de los sistemas BSAnp obtenidos a 70°C (Figura 30A) y 85°C
(Figura 30B), incluyendo BSAn como control.
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Figura 30. Efecto de la adicién de Cris (200 -2000 uM) sobre la turbidez (medida como
absorbancia a 600 nm) de cada sistema BSAnp obtenido a 70°C (A) y 85°C (B), en
comparacion con BSAn.

En todos los sistemas examinados, la turbidez se mantuvo cercana a cero
hasta llegar a una concentracién de Cris de aproximadamente 600 uM, por encima de
la cual la turbidez aumentd abruptamente con el incremento de Cris, siendo este
aumento mayor en BSAn en comparacién con todos los sistemas BSAnp evaluados. A
una concentracion alta de Cris, el aumento en los valores de absorbancia podria estar
vinculado a (i) un aumento en el tamano de particula en los sistemas vy (ii) un mayor
numero de especies moleculares capaces de absorber la luz. Para el primer caso, los
valores altos de turbidez vinculados a un aumento en el tamafno de particula sugeririan
una tendencia de los sistemas a provocar una desestabilizacion coloidal en solucién
acuosa. La desestabilizacion coloidal podria ser explicada en términos de la formacion
de asociaciones macromoleculares promovida tanto por las moléculas de Cris libres
como aquellas unidas a la superficie de las nanoparticulas. Estas ultimas actuarian
como puentes entre especies macromoleculares incrementando el tamano de
particula, y a la vez produciendo la precipitacién gradual. Este comportamiento fue
confirmado, ya que se observd precipitacidon en todas las soluciones luego de 24 h.
Por lo tanto, se puede concluir parcialmente que una concentracion de Cris de
alrededor de 600 uM no seria adecuada para la preparacion de formulaciones
liofilizadas de BSAnp-Cris. Las diferencias observadas en los valores de absorbancia
para los sistemas BSAn-Cris y BSAnp-Cris podrian estar relacionadas al modo por el
cual se produce la carga de Cris en la superficie de la nanoparticula. Para BSAn, la
carga de Cris podria producirse de manera superficial, lo cual explica los valores altos
de absorbancia, mientras que para BSAnp la carga podria involucrar la incorporacion
de Cris en regiones internas de la estructura de BSAnp. Los valores de absorbancia
mas altos observados para BSAnp-70-11 y BSAnp-85-11 en comparacion con los
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sistemas obtenidos a pH 9,0, podrian explicarse considerando que los primeros
presentan menor tamano y valores mas altos de potencial ¢ (tal como fue descripto en

el Capitulo 1, seccion 3.4.2).

En base a estos resultados, se concluyé que, para la preparacion de
formulaciones liofilizadas de BSAnp-Cris, deberia utilizarse una concentracién de Cris
menor a 600 uM. Por lo tanto, se decidi6 utilizar una concentracion de 200 uM para

asegurar la estabilidad coloidal.

4.4.2. Efecto de la liofilizacion sobre las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas

Mediante el proceso de formulacion con manitol y liofilizacién aplicado se
obtuvieron polvos compactos, de buen aspecto y color amarillo palido (Figura 31). En
la Tabla 7 se detalla la composicién general de los polvos, cuyo peso neto fue de
alrededor de 1,62 gramos.

BSAnp-70-9 BSAnp-70-11 BSAnp-85-9 BSAnp-85-11

Figura 31. Aspecto de los polvos liofilizados obtenidos de cada sistema de nanoparticulas.

Tabla 7. Detalle de los componentes de la férmula (en % p/p) del producto liofilizado obtenido.

Componente Cantidad (% p/p)
BSAn/BSAnp 7,7
Crisina 0,08
Especies de PBS (NaCl, KCI, NazHPOa4, KH2POs) 15,4
Manitol 77,2

Los polvos fueron reconstituidos mediante el agregado de agua MilliQ filtrada
con filtro de tamano de poro de 0,45 uM. Se observ6 una rapida reconstitucion de
todos los polvos (<1 min). Las soluciones reconstituidas de los sistemas BSAnp sin
carga presentaron aspecto limpido, incoloro y ausencia de particulas macroscépicas
(Figura 32). En contraste, las soluciones de los sistemas cargados con Cris
presentaron color amarillo (Figura 33), siendo mas intenso en el caso de los sistemas
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obtenidos a pH 11,0 en comparacién con la de los sistemas obtenidos a pH 9,0 lo cual
podria estar relacionado con las diferencias existentes en los tamanos de particula y
polidispersidad de estos sistemas.

B

BSAnp-70-9  BSAnp-70-11 BSAnp-85-9 BSAnp- 5-11
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Figura 32. Imagenes de las soluciones de los sistemas BSAn y BSAnp sin carga, antes de
liofilizar (A) y después de la liofilizacion y reconstitucion del polvo (B).
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Figura 33. Imagenes de las soluciones de los sistemas BSAn y BSAnp cargados con Cris,
antes de liofilizar (A) y después de la liofilizacién y reconstitucion del polvo (B).
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Adicionalmente, se midié la turbidez (absorbancia a 600 nm) y el pH de las
soluciones antes de liofilizar y después de la reconstitucién del polvo. Todas las
soluciones mostraron valores de absorbancia por debajo de 0,1, lo cual indicé una baja
turbidez en las soluciones examinadas. No se observaron diferencias significativas
entre los valores de pH medidos antes y después del proceso de liofilizacion. La
ausencia de diferencias significativas en el pH y la turbidez después de la

reconstitucion confirmaron la adecuada reconstitucién de todas las formulaciones.

4.4.2.1. Propiedades térmicas

Es bien conocido que el proceso de liofilizacién puede producir alteraciones en
la conformaciéon y consecuentemente, en las propiedades térmicas de proteinas y
nanoparticulas biopoliméricas [152]. Ademas, debido a que las BSAnp son obtenidas
a través de un proceso de autoensamblado inducido por tratamiento térmico, el
andlisis de las transiciones que tienen lugar durante el calentamiento es de gran
importancia. Por ello, se examinaron por DSC las transiciones térmicas de los polvos
reconstituidos (40 mg/mL de proteina, en PBS pH 7,4) de los diferentes sistemas
BSAnp, incluyendo BSAn como control.

La Figura 34 muestra los termogramas registrados antes y después de liofilizar
para los sistemas BSAnp obtenidos a 70°C (Figura 34A) y 85°C (Figura 34B),
incluyendo BSAn. En primer lugar, se identifico la transicibn de primer orden
correspondiente a la desnaturalizacién térmica de BSAn antes de liofilizar a 61,61 *
0,06 °C. Dicha temperatura fue consistente con la reportada para BSAn a pH 7,0 en
estudios DSC previos [34]. Después del proceso de liofilizacidén, esta transicion se
observé a una temperatura mas alta (a 68,5 + 0,3°C). Ademas, para BSAn en solucién
antes de la liofilizacion, el cambio de entalpia involucrado (AH) fue de 38 + 8 J mol™ 1,
mientras que el cambio de entalpia después de la liofilizaciéon fue menor (12 £ 2 J mol~
). Estos resultados sugeririan un efecto protector por parte del manitol sobre la
conformacion de la proteina. Al respecto, se conoce que uno de los mecanismos de
estabilizacién de proteinas en medio acuoso es el de interaccion preferencial, por la
cual la proteina, en presencia de un agente estabilizante, tiende a interactuar
preferentemente con el agua (hidratacion preferencial), mientras que el agente es
preferentemente excluido del ambiente de la proteina (exclusion preferencial) [147].
En base a esto, la presencia de manitol en la formulacion produciria la estabilizacion
de la proteina en solucién, por lo que la desnaturalizaciéon térmica ocurriria a una
mayor temperatura, y en menor medida. Por lo tanto, el proceso de liofilizacion no

causaria cambios significativos en la conformacion de BSAn.
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Figura 34. Termogramas DSC de cada sistema BSAnp obtenido a 70°C (A) y 85°C (B), en
comparacion con BSAn. aL = antes de liofilizar: dL= después de liofilizar.

Con respecto a los termogramas correspondientes a BSAnp, no se observaron
transiciones térmicas apreciables en el rango de temperaturas evaluado en ninguno de
los sistemas examinados, tanto antes como después de liofilizar. Esta observacién es
consistente con el hecho de que los sistemas BSAnp son obtenidos mediante un
tratamiento térmico a una temperatura superior a la correspondiente a la
desnaturalizaciéon térmica (alrededor de 61°C). En base a esto, se puede concluir
parcialmente que los tratamientos térmicos aplicados, a 70°C y 85°C producirian
cambios irreversibles en la conformacion de BSAn, los cuales conducirian a un

proceso de agregacion proteica y la consecuente formacion de BSAnp.

4.4.2.2. Tamano de particula y potencial

En el proceso de liofilizacién, durante la etapa de congelamiento, se produce
una separacién de fases, formandose por un lado agua pura en estado sélido y por
otro una solucién crio-concentrada. En la fase de solucion crio-concentrada se
encuentran tanto las nanoparticulas como otros componentes (sales, especies de la
solucion reguladora del pH, compuesto activo, etc.) y esta condicion de alta
concentracion puede promover la agregacion irreversible de las nanoparticulas [153].
Al respecto, se ha reportado la formacion de agregados de tamano micrométrico de
nanoparticulas de albumina sérica humana (HSA) obtenidas por el método de
desolvatacion, producida por un proceso de liofilizacion en ausencia de agente
crioprotector [149]. Por lo tanto, con el objeto de obtener polvos liofilizados de los
sistemas BSAnp cargados con Cris que conserven apropiadamente sus caracteristicas
fisicoquimicas luego de su reconstitucion, en este trabajo se utilizd manitol como
agente crioprotector y se evaluaron los cambios en el tamano de particula y potencial ¢

de BSAnp tras la liofilizacion.
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La Figura 35 muestra los resultados de distribucién de tamano de particula
basado en intensidad (PSDi) de los sistemas BSAnp obtenidos a 70°C antes y
después de liofilizar, en comparacion con BSAn. En general, no se observaron
cambios significativos en la distribucién de tamario de particula de BSAn, BSAnp-70-9
y BSAnp-70-11 antes y después de liofilizar. En los sistemas cargados con Cris
(BSAN-Cris, BSAnp-70-9-Cris y BSAnp-70-11-Cris) se observd una disminucién en la
intensidad de los picos principales, junto con la aparicién de picos mas anchos a
mayor tamano. Sin embargo, estos picos no fueron observados en la distribucién en

volumen (PSDv), lo cual indicaria que el porcentaje de estas poblaciones no seria
significativo.
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Figura 35. Distribucion de tamafo de particula (PSD) basado en intensidad (%) de los
sistemas BSAnp obtenidos a 70°C: BSAnp-70-9 sin carga (A) y BSAnp-70-9 cargado con Cris
(B), BSAnp-70-11 sin carga (C) y BSAnp-70-11 cargado con Cris (D). En cada grafico se
comparan las curvas obtenidas antes de liofilizar (aL) y después de liofilizar (dL), cada una en
comparacion con BSAn. El inserto superior muestra PSD basada en volumen (%). Condiciones:
0,05% p/p de proteina en PBS pH 7,4, concentracién de Cris de 200 pM.

Un comportamiento similar fue observado en las distribuciones PSDi para los

sistemas obtenidos a 85°C (Figura 36), siendo mas pronunciada la reduccién de la
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intensidad del pico principal para el sistema BSAnp-85-11. Sin embargo, no se
observaron picos en la distribucién PSDv de los sistemas, lo cual permitiria inferir que

no existe agregacién significativa de las BSAnp tras la liofilizacion.
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Figura 36. Distribucion de tamafo de particula (PSD) basado en intensidad (%) de los
sistemas BSAnp obtenidos a 85°C: BSAnp-85-9 sin carga (A) y BSAnp-85-9 cargado con Cris
(B), BSAnp-85-11 sin carga (C) y BSAnp-85-11 cargado con Cris (D). En cada grafico se
comparan las curvas obtenidas antes de liofilizar (aL) y después de liofilizar (dL), cada una en
comparacion con BSAn. El inserto superior muestra PSD basada en volumen (%). Condiciones:
0,05% p/p de proteina en PBS pH 7,4, concentracién de Cris de 200 pM.

La Tabla 8 muestra los valores de tamano de particula e indice de
polidispersidad (Pdl) y potencial ¢ obtenidos del andlisis por DLS. A partir de estos
valores, puede observarse un aumento de tamafo de particula tras la liofilizacion para
todos los sistemas examinados, el cual fue mayor al tamano inicial del sistema. Por
otro lado, el potencial £ de todos los sistemas fue de alrededor de -10 mV y no se
encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos antes y después de la
liofilizacion, lo cual permite reforzar la idea de una adecuada reconstitucion de los
polvos. Con respecto al indice de polidispersidad (Pdl), no se observaron diferencias

significativas (p< 0,05) para los valores de los sistemas sin carga de Cris antes y
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después de liofilizar, mientras que los sistemas cargados con Cris presentaron un
aumento de la polidispersidad que podria ser asociado a la presencia de Cris en
estado libre que permaneceria en solucién luego de la reconstitucion del polvo.

Tabla 8. Diametro hidrodinamico (dwu), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial ¢ de sistemas
BSAnp con y sin carga de Cris, antes (alL) y después de liofilizar (dL). Los valores se expresan
como promedio * desviacién estandar. Para cada parametro obtenido antes y después de
liofilizar se realiz6 un ANOVA independiente (n=3, p<0,05). Para los valores de tamano de
particula se indica entre paréntesis el porcentaje en volumen que representa esa poblacion.

s du (nm) Pdl Potencial £ (mV)
istema
aL dL aL dL aL dL
BSAN 8,4 10,17 9810.3% | (3440049 | 037+005% | 99+03Mik | 92+03*
(83 %) (75 %)
,d : }
BSAnp—70—9 15,?‘9209,)1 ¢ 21 ,(%;O/o),‘l 9 0’23 + 0’01 bec 0,23 + 0,05 b,c _9’5 + 0,6 ik 10,g3h?| 0,3
ef f,9 . - -
BSAnp-70-9-Cris 16’?’5302’)4 19’?2;"02’)5 0,27 £0,02° | 0,88+0,02' 11,2206 | -11,8+04
b ’f L -
BSAnp-70-11 1862027 | 180015 1 go4100 | 041:006" | -9k | 1604
(92 %) (83 %) ,
b, -
BSAnp-70-11-Cris | | PAEON | 2052097 g 5p 10029 | 05320070 | -130:083° 191,504
(59%) (69%)
i k - -
BSANp-85-9 oosny | Tt | otesor | ozrsopr | TGEL06 | T05E04
h - -
BSAnp-8s--Cris | 20302 | 12 1i(@e%) | 030£001° | o76x006" | G250 | TUIT0A
k
BSANp-85-11 20,3 £0,1° 35+3 0,19+0,012 | 051+0069 | -11,8+04° | -11,8+0,1°
(97,5%) (70%)
d, -
BSAnp85-11-Cris | 0BT | 2sxarston) | 0L | ozreo0an | taxee 1082

Con el objeto de establecer un criterio mediante el cual se pueda evaluar la
conservacion de los pardmetros fisicoquimicos luego de la liofilizacién, se calcularon
las relaciones PS (tamafo de particula) y ZP (potencial £), como el cociente de los
valores después y antes de liofilizar. Segun este criterio, el valor de los parametros se
encuentra conservado tras la liofilizacion si la relacion se encuentra dentro del rango
0,7-1,3, lo cual implica un cambio de + 30%. Los graficos de la relacion PS y relacion
ZP para los sistemas examinados se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Relacion de tamanio de particula (PS) y potencial ¢ (ZP) antes y después de liofilizar
de sistemas sin carga (A) y con carga de crisina (B), en comparacion con BSAn. La region
resaltada entre 0,7 y 1,3 muestra el rango de relacién PS dentro del cual se considera una
buena reconstitucion de los polvos liofilizados. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (test LSD, p<0,05).

A partir del gréafico para los sistemas sin carga de Cris (Figura 37A), se pudo
detectar que los sistemas BSAn, BSAnp-70-9, BSAnp-70-11 y BSAnp-85-9
presentaron valores de relacion PS y ZP dentro del rango 0,7-1,3, por lo que puede
inferirse que presentaron una buena reconstitucion. El sistema BSAnp-85-11 present6
un valor de relacion PS de aproximadamente 2,0 que podria traducirse en un aumento
de tamano de particula de alrededor del 60%, por lo que este sistema seria el mas
sensible a la liofilizacién. Por otro lado, en el grafico para los sistemas con carga de
Cris (Figura 37B) puede apreciarse un ligero aumento en la relacion PS, el cual fue
mas pronunciado en BSAnp de mayor tamano inicial. Este aumento de tamano podria
asociarse, como ya se mencioné anteriormente, a la presencia de Cris libre en
solucién, que tras la reconstitucion contribuiria al aumento de la polidispersidad del
sistema. Los valores de relacion ZP de todos los sistemas examinados se encontraron
dentro del rango asociado a una buena reconstitucién, por lo cual el potencial £ no se
encontraria significativamente afectado por el proceso de liofilizacién. El tamafno de
particula seria el parametro méas afectado tras la liofilizacién, siendo més pronunciado
el cambio a mayor tamano de particula inicial. Sin embargo, consideramos que estos
cambios fueron en general muy pequefios, por lo que se puede concluir parcialmente
que en general las formulaciones liofilizadas se reconstituyen en medio acuoso con

cambios de parametros fisicoquimicos aceptables.

4.4.2.3. Eficiencia de encapsulacion
La Tabla 9 muestra los valores de eficiencia de encapsulacion (EE) de los
diferentes sistemas BSAnp tras la liofilizacién, en comparacion con los obtenidos antes

de liofilizar. Adicionalmente, se presentan los valores de capacidad de carga (LC)
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antes y después de liofilizar. Tal como fue discutido anteriormente (Capitulo 1, seccién
3.4.3.5), los valores de EE antes de liofilizar para BSAnp estuvieron comprendidos en
el rango 44-84% (3,6-6,9 ug Cris/mg proteina en términos de LC), siendo mayores a
mayor tamafo de particula. Luego de la liofilizacién, se observéo un aumento
significativo de EE en BSAn, BSAnp-70-9, BSAnp-70-11 y BSAnp-85-11, mientras que
en el caso de BSAnp-85-9 se observd una disminucion. El aumento significativo en los
valores de EE para los sistemas BSAn, BSAnp-70-9, BSAnp-70-11 y BSAnp-85-11
podria indicar que el proceso de liofilizacion mejoraria la asociacion de Cris tanto en
BSAn como en BSAnp. En base a este resultado, se podria deducir que el proceso de
liofilizacion mejoraria la carga de Cris en BSAnp de menor tamano. Por el contrario, la
disminucion en el valor de EE y LC observado para el sistema BSAnp-85-9 podria
atribuirse a su mayor tamano, lo que afectaria no solo a su estabilidad coloidal sino

también a la asociacién de Cris.

Tabla 9. Eficiencia de encapsulacion (EE, %) y capacidad de carga (LC, en pg Cris/mg
proteina) de crisina en sistemas BSAnp antes y después de liofilizar (aL y dL, respectivamente).
Letras diferentes indican diferencias significativas (test LSD, n=5, p < 0,05).

LCalL LCdL
Sistema EE aL (%) EE dL (%) . . ] i
(1ng Cris/mg proteina)| (ug Cris/mg proteina)
BSAn 25+ 22 56 + 1b 21+£0,22 45+0,12
BSAnp-70-9 44 + 3¢ 66 + 2de 3,6 £0,2° 54+0,1°
BSAnp-70-11 47 + 2¢ 53+ 7° 3,8+0,2° 43+0,62
BSAnp-85-9 84 + 2 69 + 3de 6,9+0,1d 5,6 +0,3°
BSAnp-85-11 65 + 2d 70 £ 1¢ 53+£0,2¢ 5,73 +0,06°

4.4.3. Actividad antitumoral in vitro de polvos liofilizados reconstituidos

4.4.3.1. Viabilidad celular por ensayo MTT

Una vez realizada la caracterizacion de los sistemas BSAnp luego del proceso
de liofilizacién, se procedié a evaluar su efecto sobre la viabilidad celular de las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 empleando el método
colorimétrico MTT. Las células fueron incubadas en medio de cultivo DMEM puro
(control) o con soluciones de los sistemas BSAn-Cris y BSAnp-Cris a 37°C durante 72
h, incluyendo los sistemas sin carga de Cris. La concentracién final de Cris en las
muestras fue de 100 uM, la cual corresponde a la concentracién media maxima eficaz
(ECso) reportada en estudios previos para la accion de Cris sobre células MCF-7 y
MDA-MB-231 [115], [159]. La Figura 38 muestra el efecto de cada sistema sobre la
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viabilidad celular de cada linea celular evaluada, como porcentaje de viabilidad con
respecto al nivel basal (control de medio DMEM). Se observd que todos los sistemas,
excepto BSAn (sin Cris), afectaron la viabilidad celular tanto de MCF-7 como MDA-
MB-231. De manera inesperada, los sistemas BSAnp sin carga de Cris afectaron
también la viabilidad celular de ambas lineas, lo cual sugeriria que poseen una
actividad citotoxica intrinseca. Sin embargo, la carga de Cris aumenté la citotoxicidad
de los mismos, indicando que la bioactividad del compuesto estaria preservada luego

de su carga en los sistemas.
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Figura 38. Efecto de los sistemas BSAn y BSAnp con y sin carga de crisina sobre la viabilidad
de células MDA-MB-231 y MCF-7. Los resultados se expresaron con respecto al nivel basal y
representan la media * error estandar de la media (SEM) (n = 18). *diferencia significativa con
respecto al nivel basal, # diferencia significativa entre muestras (p <0,01).

Por lo tanto, el sistema que presenté mayor actividad citotoxica fue BSAnp-70-
11-Cris, el cual redujo la viabilidad en un 70% para las células MDA-MB-231 y en un
85% para MCF-7. Esto podria sugerir que los sistemas de menor tamarno (obtenidos a
70°C) cargados con Cris, producirian mayores efectos citotdxicos.

Por ultimo, es importante destacar que BSAnp-70-11-Cris produjo un mayor
efecto citotdéxico que el sistema BSAn-Cris, lo cual indicaria que la carga de Cris en
BSAnp resultaria en mayores efectos citotdxicos en comparaciéon con la proteina
nativa asociada al flavonoide.
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4.4.3.2. Apoptosis

Con el objeto de estudiar el mecanismo de muerte celular implicado en la
reduccion de la viabilidad celular observado en el ensayo de citotoxicidad, se
incubaron las muestras del sistema que resultdé ser mas activo (BSAnp-70-11) con las
células sobre las cuales present6 mayores efectos (MCF-7) y se realizé la
identificacion de las células en distintos estadios de apoptosis por marcacion con
sondas anexina V-FITC e ioduro de propidio (IP) seguido de analisis por citometria de
flujo. Se incluyd BSAn con y sin carga de Cris como control. A partir de los graficos de
andlisis por citometria de flujo (Figura 39), en cuyos cuadrantes Q2 y Q3 se indica la
proporcion de células en muerte celular por apoptosis, se observd que, si bien en
todos los sistemas examinados se indujo la apoptosis, ésta se produjo en mayor
proporciéon en los sistemas con Cris (BSAn-Cris y BSAnp-70-11-Cris). Esta primera
observacién indicaria que la induccién por apoptosis estaria vinculada a la presencia
de Cris.

4 BSAn BSAnN-Cris BSAnp-70-11 BSAnp-70-11-Cris

4
10 31 Qaz
6.79 10.3

Anexina V-FITC »

Figura 39. Graficos de analisis por citometria de flujo obtenidos para células MCF-7 tratadas
con BSAn y BSAnp, con y sin carga de crisina en tres experimentos independientes. Los
nuameros de los cuadrantes Q3 y Q2 indican las proporciones de células que son anexina V
+/IP —y anexina V + /IP +, respectivamente.

Por su parte, la Figura 40 presenta el grafico de cuantificacion de las
subpoblaciones de células segun la presencia de marcadores fluorescentes: apoptosis
temprana (anexina V+/PI-), apoptosis tardia (anexina V+/Pl+) y necrosis (anexina V-
/Pl+). A partir de este grafico se observd que BSAn libre provocé un aumento de
células en apoptosis temprana en comparaciéon con el control basal, mientras que
BSAN-Cris aumentd la poblacién de células en apoptosis tardia. Por otro lado, el
tratamiento con BSAnp-70-11 produjo un incremento de las poblaciones celulares en
apoptosis tanto temprana como tardia, mientras que la carga de Cris en BSAnp-70-11
resultdé en una mayor poblacién de células tanto en apoptosis tardia como necréticas.
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Figura 40. Grafico del porcentaje de células MCF-7 en apoptosis temprana (anexina V+/IP-),
apoptosis tardia (anexina V+/IP+) y necréticas (anexina V-/IP+) analizado por citometria de
flujo. Las células fueron incubadas con soluciones de BSAn y BSAnp a 37 °C durante 72 h,
incluyendo control sin tratamiento. Los resultados se expresan como porcentaje con respecto al
nivel basal y se representan como media = error estandar de la media (SEM) (n = 9).
*diferencia significativa con respecto al nivel basal (p<0,01).

Ademas, BSAnp-70-11-Cris produjo un incremento en las fracciones de muerte
celular por apoptosis (anexina V+/Pl- y anexina V+/Pl+) hasta un 35%, mientras que
BSAN-Cris aumento6 las poblaciones de muerte celular solo hasta un 26%, lo que
sugiere que BSAnp-70-11 cargado con Cris ejercié mayores efectos antitumorales que
la proteina nativa (BSAn) cargada con Cris. Segun los estudios reportados
anteriormente, Cris libre (en DMSO, 20 uM) redujo en un 73,9% la viabilidad de células
MCF-7 luego de incubacién por 72 h, siendo la induccion de apoptosis el principal
mecanismo de muerte involucrado [159]. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este
estudio permitirian deducir que Cris cargada en BSAnp-70-11 permitiria aumentar su
solubilidad acuosa conservando su actividad antiproliferativa sobre células MCF-7,
ejercida a través de la induccién de la muerte celular por apoptosis.

4.4.4. Liberacion de crisina bajo digestion gastrointestinal in vitro

Con el objeto de obtener informacion sobre el comportamiento de degradacion
de BSAnp-Cris y el perfil de liberacion/retencion de Cris bajo condiciones de digestion
gastrointestinal, se aplic6 un protocolo estatico de simulacion de digestion
gastrointestinal in vitro. Se evalu6 el sistema BSAnp-70-11 (obtenido a pH 11,0 y
70°C), por ser el que presentd mayor citotoxicidad in vitro sobre células de cancer de

mama. Por lo tanto, se reconstituyeron muestras de polvos liofilizados de BSAnp-70-
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11 y BSAnp-70-11-Cris y se sometieron a la fase gastrica (pH 3,0, pepsina) seguida de
la fase intestinal (pH 7,0, pancreatina + sales biliares).

Bajo la accibn de enzimas digestivas presentes en fluidos gastricos e
intestinales, la estructura de la nanoparticula puede ser potencialmente hidrolizada y
degradada, liberando péptidos de la misma. Este proceso podria ser potencialmente
afectado por la presencia de Cris en la estructura de la nanoparticula. Por lo tanto, en
primer lugar, se evaluo el efecto de la carga de Cris en BSAnp-70-11 sobre la
liberacion de péptidos luego de cada etapa de liberacion gastrointestinal in vitro. La
Figura 41 presenta la cantidad de péptidos liberados (medidos como absorbancia a
280 nm) a partir de BSAnp-70-11 y BSAnp-70-11-Cris luego de la fase gastrica (G) e

intestinal (l) del protocolo de simulacion de digestion gastrointestinal aplicado.
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Figura 41. Absorbancia a 280 nm como medida de la cantidad de péptidos liberados de BSAnp
y BSAnp-Cris luego de digestion in vitro gastrica (G, con pepsina) o intestinal (I, con
pancreatina y sales biliares). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). En la
parte superior se muestran las fotos de la apariencia macroscopica de cada sistema luego de
24 h.

Luego de la fase géastrica, no se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre la cantidad de péptidos liberados a partir de la nanoparticula cargada con Cris y
la nanoparticula sin carga. Por otro lado, luego de la fase intestinal, la cantidad de
péptidos liberados a partir de BSAnp-70-11-Cris fue significativamente mayor (p<0,05)
qgue la correspondiente a la nanoparticula sin carga. Estos resultados podrian ser
explicados considerando que, durante el proceso de agregacion proteica que conduce
a la formacion de la nanoparticula y su posterior carga de Cris, se expondrian sitios de
corte de las enzimas gastrointestinales, por lo que la degradacién de BSAnp-70-11-
Cris seria mayor que la correspondiente a la de la nanoparticula no cargada. Esto

estaria en concordancia con los resultados de los experimentos de fluorescencia
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intrinseca, donde se observé que la unién de Cris a BSAn y BSAnp en sitios cercanos
a Trpz12 produce cambios en la conformacién proteica. Adicionalmente, en la misma
Figura 41 puede observarse el aspecto de las soluciones correspondientes a cada
etapa y sistema, donde se puede apreciar la presencia de restos de agregados
proteicos y particulas en suspension, que luego de un tiempo de reposo a temperatura
ambiente (20°C) precipitaron.

Finalmente, la cantidad de Cris liberada a partir de BSAnp-70-11 luego de la
fase gastrica seguida de la fase intestinal fue de 14 + 2%, lo cual indicaria que una
gran cantidad de Cris (aproximadamente un 85%) se encontraria retenida en la
superficie de la nanoparticula tras el proceso de digestion gastrointestinal in vitro. Este
comportamiento de retencion de Cris en la nanoparticula es importante ya que, como
se menciond anteriormente, se conoce que, tras su administracion por via oral, Cris es
conjugada y excretada rapidamente. Por lo tanto, la vehiculizacién de Cris en BSAnp-
70-11 aumentaria su estabilidad en el tracto gastrointestinal, lo cual podria aumentar
asimismo su tiempo de residencia y potencial absorcion en el intestino en aplicaciones
de administracién oral, como lo son alimentos funcionales y productos nutracéuticos y

farmacéuticos.

4.5.CONCLUSION PARCIAL

En esta segunda parte del trabajo de Tesis, es de destacar que se logré
obtener polvos liofilizados de los diferentes sistemas BSAnp con y sin carga de Cris,
de aspecto aceptable y reconstitucion rapida. Se confirmé que tras la reconstitucién de
los polvos no se produjeron cambios significativos en el tamafio de particula y carga
superficial de los sistemas. En particular, la reconstitucién de los polvos fue mejor para
el caso de los sistemas BSAnp de menor tamafo, obtenidos a 70°C. Ademas,
mediante un analisis térmico pudo corroborarse la existencia de cambios irreversibles
en la estructura de BSAn que llevan a su agregacion y formacién de nanoparticulas
(BSAnp). Con respecto a la carga de bioactivo en las nanoparticulas, se determiné la
EE y LC de Cris en polvos liofilizados de BSAnp y resultaron ser mayores a las
obtenidas antes de liofilizar, por lo que el proceso de liofilizacion resultaria en una

mejora de la asociacion de Cris en la estructura de la nanoparticula.

Para estudiar el potencial efecto antitumoral de las formulaciones, se evalué la
actividad citotoxica de los polvos reconstituidos contra células de cancer de mama
(MCF-7 y MDA-MB-231). Este estudio no solo permitié corroborar la preservacion de la
actividad de Cris incorporada en las BSAnp, sino que también arrojé informacién sobre
las propiedades antitumorales de BSAn y BSAnp obtenidas por tratamiento térmico. El
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sistema que presentd mayor actividad citotoxica antiproliferativa fue BSAnp-70-11-
Cris, el cual corresponde al sistema de menor tamafo de particula. Con respecto al
mecanismo de muerte celular, la actividad estaria mediada por procesos de apoptosis

y necrosis.

Por otro lado, a fin de evaluar su potencial uso como suplemento de
administracién por via oral, se estudio el perfil de degradacion del sistema BSAnp-70-
11, con y sin carga de Cris, bajo un protocolo de simulacién del proceso de digestién
gastrointestinal. Tras el proceso de digestion gastrointestinal in vitro, el sistema
BSAnp-70-11 mostrd una gran cantidad de péptidos liberados cuando Cris se cargd en
BSAnp a pesar de que la cantidad liberada de Cris fue baja (14%), lo que sugeriria que
el sistema de nanoparticulas podria degradarse en el tracto gastrointestinal; mientras
retiene una gran cantidad de Cris. Esto podria indicar que el sistema BSAnp protegeria
a Cris durante el proceso de digestion, por lo que seria factible su incorporacién en
formulaciones para otras terapias de quimioprevencion. No obstante, este estudio
deberia complementarse y ampliarse mediante un estudio del transporte de Cris a
través de las células epiteliales intestinales, junto con la evaluacion in vivo de factores
importantes como la tasa de absorcién y la biodisponibilidad de Cris en el tracto
gastrointestinal.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente Capitulo permitieron
cumplir los objetivos planteados, mediante los cuales puede concluirse que los
sistemas BSAnp son capaces de cargar Cris conservando su actividad citotoxica, aun
después del proceso de liofilizacion, por lo que podrian emplearse en formulaciones
destinadas a la prevencién y/o tratamiento del CM. Potencialmente, podria aplicarse a
la prevencién del cancer de colon, dado el efecto de proteccién de Cris y retencién en
el tracto gastrointestinal.
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5.1.INTRODUCCION
5.1.1. Genisteina y sus similitudes estructurales con crisina

La genisteina (4',5,7-trihidroxiisoflavona, Gen) es la principal isoflavona
presente en las plantas de la familia Leguminosae, incluyendo a la soja (Glycine max).
Su nombre deriva del nombre genérico del arbusto Genista tinctoria, utilizado para
obtener un pigmento de color amarillo-verde, a partir del cual fue aislado el compuesto
Gen por primera vez en 1899 [188].

La estructura quimica de Gen presenta similitudes estructurales con la de Cris
(Figura 42). Ambos flavonoides poseen un nucleo flavona compuesto por dos anillos
aromaticos fusionados (A y C) y un anillo B fendlico unido al anillo C. Son isémeros en
el anillo B (en Gen se encuentra unido al anillo C en posicion 3 mientras que en Cris
esta en posicién 2) y comparten dos grupos hidroxilo en el anillo A (5-OH y 7-OH).
Adicionalmente, Gen posee un grupo —OH en la posicion 4’ del anillo B.
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Figura 42. Estructura quimica de Gen (4’,5,7-trihidroxiisoflavona) en comparaciéon con la de
Cris (5,7-dihidroxiflavona). Elaboracion utilizando ChemDraw Professional (PerkinElmer, 2017).

En la soja, Gen esta presente en cantidades que varian entre 0,2 y 1,0 mg/g,
mientras que las legumbres serian la segunda fuente principal, con cantidades de Gen
de que varian de 0,002 a 0,006 mg/g [189]. En las plantas, Gen se encuentra
principalmente en forma de 7-B-glucésido que recibe el nombre de genistina. La unién
de la isoflavona al azicar aumenta su solubilidad en agua, haciéndola mas estable en
condiciones fisiol6gicas. Durante la digestion de genistina se produce deglucosilacion
de la molécula, liberandose la molécula de azucar y quedando libre la aglicona Gen
[188].

En las ultimas décadas, ha habido un interés creciente en el estudio de las
propiedades biologicas de Gen, a partir de que varios estudios reportaron que la
ingesta de una dieta rica en soja podria ser uno de los factores importantes que
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contribuyen a una menor incidencia de cancer de mama, ovarios y prostata en paises
asiaticos [190], [191].

5.1.2. Propiedades antitumorales de genisteina

Gen se ha propuesto como un compuesto bioactivo prometedor dado que
presenta numerosas propiedades, entre las que se destacan su actividad antioxidante,
antiangiogénica e inmunomoduladora, y sus efectos beneficiosos sobre la salud como
la reduccién de la osteoporosis, disminucién en el riesgo de ataques cardiovasculares
y el alivio de problemas posmenopausicos [189]. Ademas, se ha demostrado que Gen
regula ciertas vias metabdlicas por lo que podria utilizarse para prevenir y tratar
algunos de los trastornos comunes asociados con la obesidad, el sindrome metabdlico
y el cancer [192].

Por otro lado, Gen es un fitoestrégeno debido a su similitud estructural con la
hormona esteroide 17p-estradiol (Figura 43), lo que le permite unirse a receptores de
estrégenos (RE) [192]. La distancia entre los grupos -OH de los carbonos 4’y 7 de
Gen es similar a la de los grupos -OH en el estradiol, por lo cual Gen es capaz de
unirse a las dos isoformas de RE: o (REa) y B (REB). Por esta razén, Gen es
considerada dentro del grupo de los moduladores selectivos de receptores de
estrégenos (MSRE) [192] y se ha comprobado que es capaz de actuar tanto como
antagonista como agonista de estrégenos [191].

Genisteina 17p-estradiol
OH CH
OH O 3

OH

HO

Figura 43. Comparacion entre la estructura quimica de Gen y la de la hormona esteroidea 17p-
estradiol. Figura modificada de Mukund y col., 2017 [191].

Estos receptores cumplen un rol importante en el desarrollo y la progresion de
ciertos tipos de cancer hormonales, como el cancer de mama (CM) [193]. Con
frecuencia, la expresién de REP se pierde en células de CM, donde su presencia,
generalmente, se correlaciona con un mejor pronostico de la enfermedad. Por el
contrario, la expresion de REa se asocia al desarrollo de resistencias frente a los

farmacos utilizados en el tratamiento de CM.

En los ultimos afos se han estudiado los efectos de Gen contra el CM y se ha
reportado que su actividad antitumoral varia de acuerdo con la expresion celular de RE
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y la concentracion de Gen. En estudios in vitro, se ha comprobado que el efecto de
Gen sobre células de CM hormono-dependientes es bifasico: a bajas concentraciones,
se promueve el crecimiento de células RE-positivas, mientras que, a concentraciones
mas altas, se inhibe el crecimiento celular [194]. Ademas, Gen puede producir efectos
antitumorales en células hormono-independientes, incluyendo la linea celular humana
MDA-MB-231 [195], [196], reportandose una reduccién de la viabilidad celular de ~
60% a 20 uM vy la linea celular murina F3Il [197], [198], sobre la que produce un 50%
de reduccion de la viabilidad celular en concentraciones de alrededor de 20 uM. Por lo
tanto, Gen es considerada una isoflavona pleiotrépica, debido a que actua en multiples
vias de sefalizacién, evitando la progresion del cancer al promover la apoptosis,
inducir la detencion del ciclo celular, modular las vias de senalizacién intracelular e

inhibir la angiogénesis y la metastasis de células neoplasicas [189].

5.1.3. Antecedentes de la vehiculizacion de genisteina en nanoparticulas

A pesar de que Gen muestra importantes efectos anticancerigenos, su
aplicacion en terapias de prevencion y tratamiento del CM presenta varias limitaciones.
En primer lugar, al ser un compuesto lipofilico (log P = 3,04) tiene baja solubilidad en
agua (5,3 uM) a 25°C [199], lo que dificulta su incorporacién en matrices acuosas.
Ademas, presenta baja biodisponibilidad debido a su metabolismo rapido y extenso.
En este sentido, se sabe que Gen se absorbe rapidamente después de su
administracién por via oral. Luego, es conjugada en el intestino e higado a una alta
tasa, principalmente por glucuronidacién y sulfatacién. Por esta razén, las
concentraciones plasmaticas o tisulares de Gen son mucho mas bajas que su ICso in
vitro [192].

Por lo tanto, existe la necesidad de utilizar estrategias que permitan la
vehiculizacién de Gen en medios acuosos y asi posibilitar su administracion, tanto por
via oral como parenteral. Como se ha explicado anteriormente, la nanotecnologia es la
estrategia de preferencia ya que posibilita no solo estabilizar en solucién acuosa el
compuesto sino también mejorar su biodisponibilidad. Al respecto, estudios previos
han reportado la carga de Gen en nanoparticulas [200] tales como micelas [201],
liposomas [202], particulas lipidicas nanoestructuradas [203] y nanoparticulas de
quitosano [204], [205]. Sin embargo, la incorporacion de Gen en nanoparticulas
proteicas obtenidas por autoensamblado de albuminas no se ha estudiado.

En base a lo anteriormente expuesto, en este capitulo de Tesis se estudi6 la
incorporacién de Gen en los sistemas BSAnp que presentaron mayor citotoxicidad
sobre células de CM al ser cargados con Cris: BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11. Se
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evaluaron las caracteristicas moleculares de la interaccion de Gen con los monémeros
autoensamblados de proteina y los resultados fueron comparados con los obtenidos al
cargar los sistemas BSAnp con Cris, de manera de inferir sobre la versatilidad de
BSAnp para incorporar flavonoides. Por dltimo, se obtuvieron polvos liofilizados y se
evalud la actividad citotéxica de los polvos in vitro sobre un modelo murino de células

de CM (F3lIl) a fin de examinar sus potenciales propiedades antitumorales.

5.2.OBJETIVOS
Los objetivos especificos que se plantearon en este capitulo fueron:

Objetivo 1: Evaluar la carga de los sistemas BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 con
la isoflavona Gen.

Objetivo 2: Caracterizar mediante parametros fisicoquimicos los
nanocomplejos obtenidos con Gen y realizar una comparacion con los obtenidos con
Cris.

Objetivo 3: Obtener polvos liofilizados de los nanocomplejos con Gen vy

evaluar la conservacién de sus propiedades fisicoquimicas tras la reconstitucion.

Objetivo 4: Estudiar las propiedades antitumorales in vitro de los polvos

reconstituidos sobre la linea celular de adenocarcinoma de mama murino F3II.

5.3.MATERIALES Y METODOS
5.3.1. Materiales

Se utiliz6 albumina sérica bovina (BSAn, pureza > 96%) adquirida en Sigma
Aldrich (EE. UU.). EI compuesto bioactivo genisteina (Gen) fue adquirido en Indofine
Chemical Company Inc. (EE. UU.), y conté con una pureza > 99% determinada por
RP-HPLC. Se prepar6 buffer fosfato salino (PBS), disolviendo sales en agua MilliQ
para obtener una composicién de 10 mM Na:HPO4, 2 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, and
2,7 mM KCI, pH 7,4, las cuales fueron obtenidas de Cicarelli (Argentina). EI DMSO fue
adquirido en Biopack (Argentina). El &cido 1-anilino-8-naftalen sulfonico (ANS) fue
obtenido de Fluka Chemie AG (Suiza). El manitol fue adquirido en Cicarelli (Argentina)
y su fracciéon insoluble fue <0,01% p/p. Los solventes utilizados para los andlisis
cromatograficos fueron obtenidos de Pharmco Aaper y Sintorgan y todos fueron de
calidad HPLC. El medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco con alta glucosa
(DMEM High Glucose), el suero fetal bovino (SFB), los compuestos antibiéticos y
antimicéticos (Penicilina-Estreptocimina-Anfotericina B), la glutamina, y la solucion
Tripsina-EDTA (0,25%) para los cultivos celulares fueron adquiridos en Gibco™
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(Gaithersburg, M. D., EE. UU.). Para medir viabilidad celular in vitro se emple6 el kit
basado en la sal de sodio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfonatofenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxanilida (XTT), adquirido en Biotium (EE. UU.). Para la evaluacion de la muerte
celular por apoptosis se utilizé el kit de deteccidn de apoptosis basado en anexina V/IP
Annexin V-FITC adquirido en BD-Biosciences (EE. UU.).

5.3.2. Preparacion de nanoparticulas de albumina sérica bovina

Se prepararon los sistemas de nanoparticulas BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Capitulo 1, seccion 3.3.2).
Brevemente, se prepararon soluciones de BSAn 4,0% p/p en NaCl 50 mM y se ajusté
el pH a 9,0 u 11,0, para obtener BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11, respectivamente. Luego,
se dispensaron volumenes de 2 mL en tubos de vidrio con tapa a rosca que luego se
sumergieron en un bafo termostatizado a 70°C durante 5 min. Culminado este tiempo,

se retiraron los tubos y se enfriaron inmediatamente en un bafo de hielo.

5.3.3. Evaluacioén de la carga de nanoparticulas de albumina sérica bovina con
genisteina

Para la carga de BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 con Gen, se utiliz6 la técnica
antisolvente empleada en los capitulos anteriores para la carga con Cris (Capitulo 1,
seccion 3.3.5). Para ello, se prepar6 una solucion stock de Gen 100 mM disolviendo el
compuesto en DMSO, y a partir de ésta se prepararon soluciones a concentraciones
menores (2 mM y 8 mM). Para la carga con Gen, se agregaron alicuotas (en pL) de
solucion stock de Gen a la dispersién de BSAnp, contemplando no superar un 2,5%
v/v.de DMSO, e inmediatamente se agit6 con vortex. La incorporacion de Gen en los
sistemas BSAnp fue monitoreada mediante mediciones de fluorescencia y turbidez, tal

como se describe a continuacion.

5.3.3.1. Mediciones de fluorescencia

Se estudi6 la formacién de nanocomplejos entre BSAnp y Gen (BSAnp-Gen) a
través de mediciones de fluorescencia. En primer lugar, se realizd una dilucion de la
solucion de BSAn y las suspensiones de BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 hasta una
concentracion final de 0,01 %p/p (1,5 uM BSA) en PBS pH 7,4. Se titulé un volumen
de 2 mL de dispersion de BSAn y BSAnp (1,5 pM BSA) agregando volumenes
crecientes de solucién stock de Gen (2 mM u 8 mM, en DMSO) hasta obtener
concentraciones finales de Gen en el rango 0-140 uM, contemplando no exceder la
concentracion final 2,5% v/v . de DMSO en los tubos. Inmediatamente después del
agregado de Gen, los tubos fueron agitados en vértex durante 5 s y se dejaron
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equilibrar a temperatura ambiente (25°C) durante 1 h antes de efectuar las

mediciones.

Para monitorear la fluorescencia intrinseca (debida principalmente a la emisién
del Trpz12 de BSA), se registraron los espectros de emision de fluorescencia en el
rango 310-400 nm a una longitud de onda de excitacion de 295 nm. Por su parte, la
fluorescencia extrinseca (debido a la unién de la sonda fluorescente ANS) fue
monitoreada agregando 15 pL de solucion stock de ANS (8 mM en agua Milli-Q) a 2,0
mL de dispersion. Luego, se registrd la emisidén de fluorescencia en el rango 400-600
nm a una longitud de onda de excitacién de 390 nm. Los espectros fueron obtenidos
en un espectrofotémetro de fluorescencia Hitachi F-2000 (Japén) utilizando celdas de
cuarzo de 1 cm de paso de luz. La resolucion espectral fue de 10 nm. Todas las
mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente (25°C) por triplicado.

A partir de los espectros, los datos de intensidad de fluorescencia maxima (IF)
fueron expresados en términos de intensidad de fluorescencia relativa (IFR), siendo
IFR = IF/IFo, donde IF, corresponde a la intensidad de fluorescencia intrinseca de la
proteina pura (sin agregado de Gen). Los datos de IF fueron utilizados para calcular
los parametros de unién: niumero de moléculas de Gen unidas (n) y contante de
asociacion (Ka), ajustando los datos experimentales al modelo de Scatchard [108]
previamente utilizado para los nanocomplejos con Cris (Ecuacion 17):

Plroa(1 = f) =28 (2=1) = () Ee1)

fi nKgy

donde [Pl €S la concentracion molar total de proteina (mondémero de BSA), [Gen] es
la concentracién molar de Gen agregada; n es el numero de moléculas de Gen unidas
en la saturacion, y el factor f; se define como sigue (Ecuacién 18):

£ = FI;—FI,
l

= (Ec. 18)
Flmax—FIy

Siendo IFo, IFmax y IFi las intensidades de fluorescencia inicial, en la saturacion,
y a la relacién proteina/ligando i, respectivamente.

Adicionalmente, se registraron los espectros de absorcion UV-visible de las
soluciones de Gen libre (en DMSO), dispersion de BSAnp, BSAnp-Gen con el objeto
de analizar los posibles cambios espectrales resultantes de la unién de Gen a la
nanoparticula [206].
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5.3.3.2. Mediciones de turbidez

La incorporacion de Gen en BSAnp fue monitoreada realizando mediciones de
absorbancia a 600 nm, la que constituye una medida de la turbidez de la suspension
[126], [127]. Para ello, se diluyeron las dispersiones de BSAnp 4,0%p/p en PBS pH
7,4 hasta una concentracion final de proteina de 0,5% p/p y se agregaron alicuotas de
una solucion stock de Gen (100 mM, en DMSO) para llegar a una concentracién final
en el rango 200-2,000 uM (incrementos de 200 uM), seguido de agitacion en vortex. El
porcentaje final en volumen de DMSO fue menor a 2,5% v/v por lo que fue
considerado despreciable. Cada tubo se dejé equilibrar a temperatura ambiente por 30
min. Luego, se registro el valor de absorbancia a 600 nm de cada muestra por
duplicado a temperatura ambiente (~20°C) utilizando un espectrofotometro Jenway
7305 (Reino Unido) equipado con una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Para
registrar el valor de turbidez inicial, cada muestra se agité e inmediatamente después
se determiné el valor de absorbancia.

5.3.4. Preparacion de polvos liofilizados y evaluacion de sus propiedades tras la
reconstitucion

Se obtuvieron polvos liofilizados de los sistemas BSAnp con y sin carga de
Gen, incluyendo BSAn como control, mediante el procedimiento descrito en el capitulo
anterior. Brevemente, se realiz6 una dilucion de cada dispersion de BSAn o BSAnp
hasta una concentracién final de proteina de 1,0% p/p en PBS pH 7,4. Luego, se
agrego solucion stock de Gen (100 mM, en DMSO) hasta una concentracion final de
Gen de 600 uM, seguido de agitacion en vortex y equilibrado a temperatura ambiente
por 1 h. Luego, se agreg6é una mezcla de PBS (pH 7,4) y manitol 10% p/p hasta
obtener una concentracion final de 0,5%p/p de proteina (BSAn y BSAnp), 300 uM Gen
y 5%p/p de manitol. Se trasvasaron 25 mL de solucién a un cristalizador (9 mm de
diametro) y se congel6 a -20°C durante 24 h. Las muestras congeladas se trasladaron
a un liofilizador Alpha 1-4 LDplus (Christ, Osterode, Alemania) donde se realiz6 un
ciclo de liofilizacién a -60°C durante 24 h, a una presién de 2,1 x 10 mbar.

Por otro lado, los polvos liofilizados obtenidos fueron reconstituidos agregando
la misma cantidad de agua perdida en la liofilizacion. Para ello, se tomaron muestras
de 0,35 g de polvo y se disolvieron en un volumen final de 5 mL de agua Milli-Q. Las
muestras se dejaron hidratar y luego se evaluaron las propiedades fisicoquimicas y
biol6gicas de los sistemas en solucion: tamafo de particula y potencial ¢, eficiencia de
encapsulacion, capacidad de carga y propiedades citotdxicas sobre células de cancer

de mama, como se describe a continuacion.
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5.3.4.1. Determinacion del tamafo de particula y potencial ¢

La distribucion de tamano (PSD) y el potencial { de los sistemas antes y
después de liofilizar se determinaron mediante DLS a 25°C, utilizando un Zeta-Sizer
(Nano-ZS 90, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido) como se describié en capitulos
anteriores (Capitulo 1, secciones 3.3.4.1 y 3.3.4.2).

Tal como se explicd en el Capitulo 2, para evaluar la preservacion de las
propiedades fisicoquimicas de los sistemas BSAn / BSAnp con y sin carga de Gen, se
calculé la relacion de tamano de particula hidrodinamico (PS) y la relacién de potencial
¢ (ZP) antes y después del proceso de liofilizacion y la reconstitucion del polvo. La
relacion PS se calcul6 a partir de la relacién entre el tamafo de las particulas del
sistema después y antes de la liofilizaciéon, mientras que la relacion ZP se refiri6 como
la relacion entre el valor de potencial { medido después y antes de la liofilizacion,

como sigue:

Relacién PS = PSd/PSa (Ec. 19)

Relacién ZP = ZPd/ZPa (Ec. 20)

Donde PSy y PSa son los valores de tamafo de particula obtenidos después y
antes de liofilizar, respectivamente, mientras que ZP4 y ZP, se refieren a los valores de

potencial ¢ obtenidos después y antes de liofilizar, respectivamente.

5.3.4.2. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de
genisteina

La eficiencia de encapsulacion (EE) se refiere a la cantidad de Gen cargada en
los sistemas de nanoparticulas con respecto a la cantidad total (tedrica) anadida. Para
determinar la EE de Gen en los sistemas BSAnp y en BSAn, se realiz6 la extraccion y
cuantificacién de Gen libre, mediante un procedimiento similar al realizado para Cris,
descrito anteriormente (Capitulo 1, secciéon 3.3.5.3). Se tomaron 5 mL de
suspensiones de BSAnp-Gen y BSAn-Gen (0,5% p/p BSA y 200 uM Gen) y se ajusté
el pH hasta el punto isoeléctrico de BSA (4,7-4,8), tras lo cual se centrifugd a 10.000 g
durante 30 min para lograr la precipitacion de los sistemas proteicos junto con Gen
encapsulada/cargada. La cantidad de Gen libre presente en 3 mL de sobrenadante,
tras la centrifugacion, fue extraida agregando 2 mL de acetato de etilo. La mezcla
(agua:acetato de etilo, 3:2) se centrifugd a 8.000 g durante 10 min hasta separacion de
fases. Luego, se tomaron 500 pL de la fase organica (acetato de etilo) y se evaporaron
hasta sequedad con corriente de N2. El residuo de muestra fue disuelto agregando 500

uL de metanol de grado HPLC y se determiné la concentracion de Gen por RP-HPLC
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utilizando un método adaptado del certificado de analisis del proveedor. Para ello, se
utilizé un equipo HPLC Prominence Serie 202 (Shimadzu, Japdn) con un inyector
manual 7725i (Rheodyne, EE. UU.) y detector de arreglo de fotodiodos SPD-M20A
(Shimadzu, Japén). Se emple6é una columna C18 Waters Simmetry300 (250 mm x
4,6 mm, 5 um de tamano de particula) a temperatura ambiente (25°C). Se prepararon
dos fases méviles: agua-acido acético 0,12% (fase mévil A) y acetonitrilo-acido acético
0,12% (fase movil B). Se utilizé6 un volumen de inyeccién de 20 uL y el flujo fue de 1
mL/min. EI método cromatogréfico consisti6 en un equilibrado inicial con 10% B
durante 15 min, seguido de un gradiente lineal con 10-90% B en 12 min, y se finaliz6
la elucién con 90% B durante 8 min. La deteccion de Gen se realizd por absorbancia a
una longitud de onda de 254 nm y para su cuantificacion se realizd6 una curva de
calibrado de Gen en el rango 2-135 pug/mL. La linealidad fue verificada en todo el

rango de concentraciones evaluado, con un valor de R >0,99.

Una vez cuantificada la cantidad de Gen libre en cada muestra, se calculd la
EE como sigue (Ecuacién 21):

EE(%) = “""= x 100 (Ec. 21)
T

donde Gent corresponde a la cantidad total de Gen presente en la suspensién BSAnp-
Gen y Geny, is es la cantidad de Gen libre determinada por RP-HPLC.

Paralelamente, se calcul6 la capacidad de carga (LC) como la masa de Gen

cargada en el vehiculo (en ug) por miligramo (mg) de proteina (Ecuacion 22):

ug Gen __ pg Gent —pg Geny,
LC ( /mg pT'Oteina) " mgproteina (Ec. 22)

5.3.5. Evaluacion de propiedades antitumorales in vitro de polvos
reconstituidos sobre células murinas de adenocarcinoma de mama
5.3.5.1. Linea celular F3lI

La evaluacién de la potencial actividad antitumoral de los polvos reconstituidos
se realiz6 sobre la linea celular de adenocarcinoma de mama murino F3ll, debido a su
potencial de formaciéon de tumores altamente invasivos. Esta linea celular fue
establecida a partir de una subpoblacién clonal de un tumor esponténeo originado en
un raton BALB/c [207], denominado M3. El tumor se clasific6 como RE-negativo y
moderadamente metastasico hacia el pulmoén. A partir de la expansién in vitro de
suspensiones celulares de tumores primarios preparadas a partir del tumor M3 se
obtuvieron diferentes subpoblaciones celulares. Las monocapas F3Il de componen
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principalmente de células fusiformes, homogéneas en tamarno, forma citoplasmatica y

nuclear (Figura 44). Con frecuencia, las células crecen en forma de espiral [207].
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Figura 44. Imagenes obtenidas por microscopia 6ptica de células F3Il (A) y células M3 (B).
Figura modificada de Alonso y col., 1996 [207].

La caracterizacion celular mostré también que las células F3Il son triploides y
producen respuestas altamente angiogénicas. En ensayos in vivo se comprobo que las
células F3Il forman tumores altamente invasivos al ser inyectadas por via subcutanea.
Por lo tanto, se considera un modelo adecuado para probar agentes citotdxicos,
antiangiogénicos y antimetastasicos.

5.3.5.2. Preparacion de las células F3ll y condiciones de cultivo

La puesta a punto y el desarrollo de las metodologias detalladas a continuacion
fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de Cultivos Celulares del Centro de Medicina
Comparada (ICiVet Litoral UNL-CONICET). Como se menciond anteriormente, la linea
celular utilizada fue F3Il. Las células F3IlI fueron cultivadas en medio de Eagle
modificado (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5%, compuestos
antibidticos-antimicéticos 1X (penicilina-estreptomicina-anfotericina B) y glutamina 1X.
La incubacién se realiz6 a 37°C, en atmosfera de CO2 al 5%, en una incubadora
orbital.
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En primer lugar, las células se incubaron en un matraz de cultivo de 75 cm?
hasta alcanzar una confluencia del 70-80% y luego se realiz6 la digestion con tripsina-
EDTA. Las células disgregadas se resuspendieron en 5 mL de medio de cultivo
completo. El numero de células viables se cuantific6 en cdmara de Neubauer mediante

coloracion con el colorante vital azul de tripan.

En base al recuento en cdmara de Neubauer, se prepar6 la cantidad de células
necesaria para obtener una suspension de 100.000 células/mL de medio de cultivo
completo y se sembraron 100 pL/pocillo en una microplaca de 96 pocillos (5 x 103
células/pocillo), de modo que las células formen una monocapa semi-confluente. Se
incubd la microplaca durante 24 h en incubadora de CO. a 37°C. Este periodo de
incubacién garantizaria la recuperacion celular, la adherencia y progresion al

crecimiento en fase exponencial.

5.3.5.3. Determinacion de la viabilidad celular

En primera instancia, se evaluaron los efectos antiproliferativos de los polvos
reconstituidos de los sistemas BSAnp-Gen a través del ensayo basado en la reduccién
de la sal soluble en agua 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxanilida (XTT). Las muestras de polvos reconstituidos se filtraron a través de
membrana de 0,22 um para asegurar su esterilidad. Se incluyé una solucién de Gen
100 mM (en DMSO) como control de Gen libre, que también se filtr6 por 0,22 um en
condiciones de esterilidad. En primer lugar, se evaluaron 4 concentraciones finales de
Gen: 25, 50, 100 y 150 uM. Se incluyeron los siguientes controles: PBS, manitol
(presente en los polvos liofilizados, por lo que constituye un control de formulacién sin
activo), medio de cultivo (control de viabilidad) y fenol al 1% v/v (control positivo). Las
células F3Il previamente fueron cultivadas en microplaca de 96 pocillos (5 x 103
células/pocillo) y se trataron con las diluciones de las muestras de polvos
reconstituidos y controles a 37°C en una incubadora (al 5% de COz) durante 72 h
(hasta alcanzar una confluencia del 80-90% en las células de control sin tratamiento).

La viabilidad celular se examind mediante la conversién de la sal XTT en
cristales de formazan naranja solubles debido a la accién de las deshidrogenasas
mitocondriales. El kit XTT (Cell Viability Kit) se utilizd de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se homogeneizaron 25 L de reactivo
de activacion con 5 mL de solucién XTT. Se agregaron 50 uL de la solucion XTT
activada a cada pocillo y se incub6 en estufa durante 4 h. Se agité suavemente la
microplaca para homogeneizar el color en todos los pocillos y se midié el desarrollo de
color en un espectrofotometro (SPECTROstar Nano BGM LABTECH, Offenburg,
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Alemania) a 450 nm y 690 nm (como background). Se determiné el porcentaje de
viabilidad celular como sigue (Ecuacion 23):

Viabilidad (%) = SISt » 100%  (Ec. 23)

medio

donde ABSuestra COrresponde a la absorbancia registrada para las células tratadas con
los diferentes sistemas mientras que ABSnedio CoOrresponde a la absorbancia de las
células cultivadas en medio de cultivo. Posteriormente, se construyeron las curvas de
viabilidad celular (%) en funcién de la concentracion final de Gen, para determinar la
concentracion a partir de la cual las muestras fueron citotoxicas (viabilidad celular

<70%). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Adicionalmente, se observaron los cambios morfolégicos en las células F3ll
tras su exposicién a los sistemas BSAnp-Gen a través de un microscopio Zeiss Axio
Observer (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

5.3.5.4. Evaluacion de apoptosis mediante marcacion con sondas fluorescentes
y analisis por citometria de flujo

Se detectaron y cuantificaron las diferentes subpoblaciones de células en las
etapas temprana y tardia de la apoptosis mediante marcacién con anexina V-FITC/IP
seguida de andlisis de citometria de flujo [208]. Las células F3Il se trataron con
sistemas reconstituidos cargados con Gen (a 100 uM y 150 uM de Gen), y se
incubaron como se describié previamente, durante 48 h antes del analisis. Ademas, se
examinaron los controles: (i) control positivo para apoptosis, en el que se afadié H20>
al 5% al medio de cultivo; (ii) control basal, en el que las células se cultivaron en un
medio de cultivo puro. Luego de la incubacion con las muestras a evaluar, se
determiné la muerte celular por apoptosis y/o necrosis utilizando el kit de deteccion de
apoptosis (Annexin V-FITC, BD Biosciences). Brevemente, se agregaron 100 pL de
buffer de binding (1X) conteniendo 1 yL de anexina V-FITC y 0,5 pL de IP a cada
muestra y se incubd durante 15 min en oscuridad. Las células se analizaron usando un
citémetro de flujo Attune NxT (Acoustic Focusing Citometer, A24860, Life Technology).
Los porcentajes de células segun la presencia de marcadores en su superficie se
determinaron tal como fue explicado anteriormente. La apoptosis total (%) se calcul6
como la suma del porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia.

5.3.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 de la misma manera que en los Capitulos

anteriores. Las determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado.
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5.4.RESULTADOS

5.4.1. Caracteristicas moleculares de la uniéon entre nanoparticulas de albumina
sérica bovina y genisteina

En trabajos previos se estudié la union de Gen a BSA nativa (BSAn) a través
de técnicas espectroscopicas [209], [210]. Dado que los sistemas BSAnp se
componen de monémeros autoensamblados de BSAnN, en este trabajo se estudio la
unién de Gen a BSAnp. Los aspectos moleculares implicados en la interaccion BSAnp-
Gen fueron evaluados por espectroscopia de fluorescencia, tanto intrinseca como

extrinseca.

La Figura 45 muestra los espectros de emisién de fluorescencia intrinseca de
los sistemas BSAn, BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 a concentraciones crecientes de Gen
(0-140 uM) y el inserto en cada panel muestra la evolucion de la longitud de onda de
maxima emisién (Amax) con la concentracion de Gen. En la misma figura también se
muestra la evolucion de la intensidad de fluorescencia relativa (IFRtp) con la

concentracién de Gen.

En los espectros se observd que la fluorescencia intrinseca de los tres
sistemas ensayados disminuyd gradualmente al aumentar la concentracion de Gen, lo
cual seria indicativo de un proceso de quenching del Trpz12. Es necesario destacar que
el espectro inicial de BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 (Figuras 45B y 45C) (sin agregado
de Gen) presenta una intensidad de fluorescencia menor en comparacion con el de
BSAn (Figura 45A), debido a un comportamiento de autoapagamiento (self-
quenching) de la fluorescencia del Trp212 provocado por cambios conformacionales
inducidos por tratamiento térmico durante la formacion de BSAnp. Este fenémeno fue
observado y discutido en el Capitulo 1 del presente trabajo. Ademas, se observd que
los valores de Amax NO cambiaron con la adicion de Gen, sugiriendo que la unién de

Gen no produciria cambios en el entorno molecular del Trpz12.

Los valores de IFRt, para todos los sistemas mostraron una disminucion

pronunciada al aumentar la concentracién de Gen (Fig. 45D, 45E y 45F).
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Figura 45. Espectros de emisién de fluorescencia intrinseca de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B) y
BSAnp-70-11 (C) (1,5 uM BSAn) a concentraciones crecientes de Gen (0-140 uM). Los paneles
D, E y F muestran la evolucién de la IFRmp de BSAn, BSAnp-70-9, BSAnp-70-11
respectivamente, con el aumento de la concentracién de Gen.

Este comportamiento podria ser atribuido a la formacién de un complejo entre
los sistemas BSAn/BSAnp y Gen, lo que produciria el apagamiento de la fluorescencia
del Trpz212. Al respecto, se ha reportado en trabajos anteriores que la union de Gen a
BSAnN tendria lugar a nivel del sitio de unién 1 de la proteina (subdominio 1lA), cercano
al Trpz212 [209], [210]. La formacidén del complejo entre BSAn y Gen involucraria un
proceso de quenching estatico de Trpai2, y la unidén tendria lugar principalmente a
través de interacciones hidrofébicas. Ademas, la unién implicaria la formacion de
enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de Gen (-OH) y otros grupos polares
en la superficie de la proteina. Segun estudios de docking molecular realizados, estos
residuos de amino&cidos polares serian Leuisg, Argass, LySss1 y Argazz [206].
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Es importante senalar que se corrobor6 que la emisibn maxima de
fluorescencia para BSAn no se vio afectada significativamente por el comportamiento
de absorcion de Gen mediante el solapamiento de los respectivos espectros
(Apéndice, seccién 8.3), por lo que los fendbmenos de transferencia de energia no
fueron responsables del fendmeno de quenching de fluorescencia observado.
Ademas, se observaron cambios en el espectro de absorcién UV para BSAnp en
presencia de Gen (Apéndice, seccidn 8.4) a longitudes de onda en torno a los 208 nm,
a la cual absorben los residuos del framework de la proteina [211], lo que revela que la
formacion del complejo BSAnp-Gen involucraria cambios conformacionales en BSAnp.

Por otro lado, la comparacion entre los aspectos moleculares de la uniéon de
Gen con los concernientes a la unién con Cris es importante a fin de evaluar la
versatilidad de los sistemas BSAnp como vehiculos para flavonoides. En el Capitulo 1
de la presente Tesis se discutio la interaccién entre Cris y BSAnp, incluyendo BSAn
como control. Para comparar las interacciones BSAnp-Cris y BSAnp-Gen, en la Figura
46 se muestran las curvas de IFRt a concentraciones crecientes de Gen y Cris.

De manera similar a los resultados de fluorescencia para los sistemas con Gen,
la adicién de concentraciones crecientes de Cris provoc6 una reduccién de la emision

de fluorescencia de Trp212, que también se atribuy6 a un proceso de quenching.

A partir de la comparacion de las curvas, se observé que para la adicion de
Cris los valores de IFRrp alcanzaron la saturacion a 40 uM, mientras que la adicién de
Gen pareceria alcanzar un comportamiento de saturacion a concentraciones mas
altas. Ademas, se observé un desplazamiento hipsocrémico (hacia el azul) de Amax
para la interaccion BSAn-Cris, lo que sugiri6 que el entorno molecular de Trpz12 se
torné cada vez menos polar tras la union de Cris. Este desplazamiento hacia el azul
también se observd en la interaccion BSAn-Gen (Figura 46A), por lo que se puede
deducir que Gen y Cris se unen a la proteina nativa en sitios similares produciendo
cambios conformacionales y, en consecuencia, una disminucion de la polaridad
alrededor de los residuos de Trp. Por otro lado, para los sistemas BSAnp-70-9 y
BSAnp-70-11, se observdé que la unién de Cris resultdé en un desplazamiento
batocrémico (hacia el rojo) de Amax, 10 que podria indicar que Trpz12 se movié desde un
ambiente hidrofébico a uno mas polar. Por tanto, este comportamiento indicaria que la
unién de Cris a BSAnp produce cambios conformacionales de la proteina.
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Figura 46. Comparacion entre las curvas de evolucion de la intensidad relativa de
fluorescencia del Trp (IFRmp) de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B), BSAnp-70-11 (C) a
concentraciones crecientes de Gen y de and Cris en el rango 0-140 uM.

Por el contrario, los espectros de fluorescencia a concentraciones crecientes de
Gen para los sistemas BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 (Figura 46B y Figura 46C,
respectivamente) no mostraron cambios significativos en Amax. Esta observacién podria
indicar que la unién de Gen a los sistemas BSAnp no produjo cambios
conformacionales significativos y, en consecuencia, no se alterd la polaridad del

entorno del residuo Trp2s2.
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Para obtener los parametros de unién, los datos experimentales se ajustaron al
modelo Scatchard modificado, y se calculdé el numero de moléculas Gen unidas por
mondmero (nm) y por vehiculo (ny) y la constante de asociacién (Ka) (Tabla 10).

Tabla 10. Numero de sitios de union por monémero de BSA (nm) y por vehiculo (nv), y
constante de afinidad (Ka) obtenidos mediante la aplicacion del modelo de Scatchard
modificado.

Sistema Nm ny Ka (106 M) R
BSAn-Gen 36 + 152 36 £ 152 0,7+0,42 > 0,91
BSAnp-70-9-Gen 35+ 102 286 + 77° 0,3+0,12 > 0,94
BSAnp-70-11-Gen 50+ 72 336 + 44b 5+82 > 0,83

Para todos los sistemas, el nimero de moléculas de Gen unidas por mondémero
(nm) fueron de alrededor de 35-50, y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los sistemas (en base a comparaciones de Fisher con p<0,05).
Este resultado podria indicar que Gen se une a BSAnp de un modo similar a BSAn,
por lo que el proceso de formacién de BSAnp no alteraria el comportamiento de unién
de Gen. En comparacion con los valores de ny, para la union de Cris (10-18, segun lo
reportado en el capitulo 1), la unién de Gen involucra mas moléculas que la unién de
Cris. Teniendo en cuenta la estructura quimica de los flavonoides (Figura 42), el grupo
-OH adicional en el anillo B podria favorecer el numero de moléculas Gen unidas a los
sistemas. Ademas, los valores de ny, para Cris aumentaron para los sistemas BSAnp
en comparacion con BSAn, mientras que para Gen no se observo este
comportamiento. Por otro lado, a partir de los valores de peso molecular (PM) para los
sistemas BSAnp (530 kDa y 440 kDa, para BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11,
respectivamente) fue posible estimar el numero de moléculas Gen unidas por
nanoparticula de (n,, como también se muestra en la Tabla 10). A partir de estos
valores, se puede deducir que los sistemas BSAnp (como vehiculos) tendrian una
mayor capacidad de union de Gen en comparacién con el monémero BSAn. Con
respecto a la afinidad de unidn, los valores de la constante de asociacion (Ka) fueron
del orden de 108 M. Los valores de Ka obtenidos para la union de Cris a los sistemas
BSAn y BSAnp se encontraron en el mismo orden (Capitulo 1, seccién 3.3.5.1), lo que
sugiere que la afinidad por ambos flavonoides seria similar. El valor mas alto de Ka se
obtuvo para el sistema BSAnp-70-11-Gen. Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05) entre ellos.

Por otro lado, la Figura 47 muestra los espectros de emision de fluorescencia
extrinseca, debida a la unién de ANS a los dominios hidrofébicos de los sistemas. A
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partir de las curvas, se observé una disminucion en IFRans @ medida que aumentd la

concentracion de Gen para todos los sistemas.
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Figura 47. Espectros de emision de fluorescencia extrinseca de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B) and
BSAnp-70-11 (C) a concentraciones crecientes de Gen (0-140 uM). Los paneles D, E y F
muestran la evolucién de la IFRans de BSAn, BSAnp-70-9, BSAnp-70-11 (1,5 uM BSAn)
respectivamente, con el incremento de la concentracion de Gen.

Dado que la uniébn de ANS a la proteina se considera una medida de la
hidrofobicidad superficial, estos resultados podrian sugerir que la formacién de BSAnp
mediante el proceso de agregacioén térmica provocaria la oclusion de dominios
hidrofébicos y la formacion de estructuras con menor hidrofobicidad superficial en
comparacion con la proteina nativa. Finalmente, todas estas observaciones son
consistentes con los resultados obtenidos previamente para la unién de Cris, en los

que se observo practicamente el mismo comportamiento (Figura 48).
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Figura 48. Comparacion entre las curvas de evolucion de la intensidad relativa de
fluorescencia de ANS (IFRans) de BSAn (A), BSAnp-70-9 (B), BSAnp-70-11 (C) a
concentraciones crecientes de Gen y de Cris en el rango 0-140 pM.

A partir de la comparacion de las curvas de IFRans, es posible notar que la
reduccion de fluorescencia extrinseca para los sistemas BSAnp debido a la adicién de

Cris fue ligeramente mas pronunciada que la de la correspondiente a la adicion de
Gen.
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5.4.2. Efecto de la carga de genisteina sobre la turbidez de suspensiones y
eficiencia de encapsulacion

Debido a su baja solubilidad en agua, es asumido que, al agregar Gen a un
medio acuoso, se producird la precipitacion del compuesto. En este aspecto, se ha
reportado en estudios previos que las moléculas de Gen, al ser pequefias e
hidrofébicas, pueden autoasociarse formando cristales grandes que sedimentan en
medios acuosos [212]. Teniendo en cuenta estos datos y considerando que los
resultados de fluorescencia discutidos anteriormente evidencian la unién BSAnp-Gen
en sitios cercanos al Trp212, al agregar Gen a una suspension de BSAnp, las moléculas
de Gen se estabilizarian en suspensién acuosa mediante su union a BSAnp, mientras
que las moléculas de Gen libres producirian agregados o cristales que al precipitar
podrian medirse en términos de un aumento en la turbidez de la suspension. Ademas,
un exceso de Gen libre podria promover la asociacion entre las estructuras de
proteinas al actuar como puente entre estas, y en consecuencia aumentar el tamano
de las particulas del sistema. Para evaluar este comportamiento, se realizaron
mediciones de absorbancia a 600 nm (como medida de turbidez) de las suspensiones
acuosas de BSAnp tras la adicién de concentraciones crecientes de Gen (en el rango
de 0 — 2 x10%® uM), y se incluyé BSAn como control. En la Figura 49, puede
distinguirse claramente que la turbidez aument6 en las suspensiones de los sistemas

BSAn y BSAnp-70-11 al aumentar la concentracion de Gen.
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Figura 49. Efecto de la adiciéon de Gen (0 — 2 x10% puM) sobre la turbidez (medida como
absorbancia a 600 nm) de las suspensiones de BSAn, BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11.

En la solucién de BSAn, la turbidez aumenté después de la adicién de 500 uM
de Gen, mientras que para la suspensién de BSAnp-70-11 este incremento se observo
a una concentracion de Gen mas alta (a ~ 1000 uM). Por el contrario, para la
suspension de BSAnp-70-9, se observaron valores de turbidez cercanos a cero en el
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rango de concentracion de Gen evaluado. De acuerdo con estudios previos, a una
relacion molar Gen: proteina baja se produciria una mayor carga de Gen, mientras que
los aumentos en la relacidén molar conducirian a la precipitacion de una mayor cantidad
de moléculas de mas moléculas de Gen libre [212]. Al respecto, para BSAn, el
incremento de la turbidez se produjo a una relacién molar Gen: BSAn de 5:1; mientras
que para el sistema BSAnp-70-11 se observo una relacion molar Gen: BSAnp més alta
(10:1). Estas observaciones sugeririan que el sistema BSAnp-70-11 podria cargar una
cantidad de Gen dos veces mayor en comparaciéon con BSAn. Por otro lado, la
suspension de BSAnp-70-9 no mostré valores altos de turbidez, lo que indica que este
seria el vehiculo mas eficiente para solubilizar Gen en medios acuosos. Esta
observacion concuerda con el tamafno y el PM de los sistemas BSAnp. El sistema
BSAnp-70-9 tiene un tamano y PM elevados (15,4 nm y 530 kDa, respectivamente) en
comparacion con el sistema BSAnp-70-11 (13,6 nm y 440 kDa), por lo que se podrian
cargar mas moléculas de Gen. En base a estas observaciones, la carga de Gen se
veria favorecida en vehiculos de mayor tamafo como sigue: BSAnp-70-9> BSAnp-70-
11> BSAn.

Al comparar estos resultados con los obtenidos para la adicion de Cris, se
observd un comportamiento similar en las curvas de turbidez para ambos flavonoides
(Figura 50). En las curvas puede observarse que la adicién de Cris dio como resultado
una mayor turbidez para la solucion de BSAn en comparacién con las suspensiones
de BSAnp. Asimismo, también se puede notar que la adicién de Gen a la suspension
de BSAnp-70-11 resulté en sistemas mas turbios en comparacién con la adicién de
Cris. Sin embargo, la concentracién a la que la turbidez de la suspension de BSAnp-
70-11 comenz6 a aumentar fue aproximadamente la misma para ambos flavonoides
(1.000 uM), lo cual corresponde a una relacién molar de flavonoide: BSAnp de 13:1.
Por el contrario, la adicién de Gen a la suspension BSAnp-70-9 dio como resultado un
ligero aumento de la turbidez, mientras que la adicién de Cris, en el rango de 0,8 — 2,0
x10% uM, produjo un incremento significativo de la turbidez. Estas observaciones
podrian indicar que, pese a que la unién de Gen y Cris al sistema BSAnp-70-11 fue
similar, los flavonoides tendrian diferentes modos de unién al sistema BSAnp-70-9.
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Figura 50. Comparacion entre el efecto de la adicién de Gen y Cris (0 — 2 x 103 pM) sobre la
turbidez (medida como absorbancia a 600 nm) de las suspensiones de BSAn, BSAnp-70-9 y
BSAnp-70-11.

Finalmente, se determindé la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de
carga (LC) de Gen en los sistemas evaluados. Los resultados se resumen en la Tabla
11, junto con los valores obtenidos para Cris y otras propiedades fisicoquimicas

discutidas anteriormente.

Tabla 11. Resumen de propiedades fisicoquimicas (diametro hidrodinamico du y carga
superficial), eficiencia de encapsulacién (EE) y capacidad de carga (LC) de los sistemas BSAn,
BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 cargados con Gen y Cris.

Sistema (::1) Pot(e;\c;i)al ¢ EE (%) LC (mgp:loat\;ci)::)ide/mg
BSAn-Gen 9,6 £0,9 -10,6 £ 0,1 16+5 1,4+04
BSAnN-Cris 9,4+0,2 -11,2+0,2 25+2 2,1+0,2
BSAnp-70-9-Gen 21,2+0,4 -11,0+0,6 26+3 2,1+0,3
BSAnp-70-9-Cris 19,6 £ 0,5 -11,8+0,4 44 +3 5,4 +0,1
BSAnp-70-11-Gen 15,9+0,8 -10,6 £ 0,07 2416 2,1+0,6
BSAnp-70-11-Cris 20,5+0,9 -13,1x0,4 47 £ 2 3,8+0,2

A partir de la tabla, se puede observar que la eficiencia de encapsulacion (EE)
para Gen en sistemas BSAnp fue de entre 24-26% con una capacidad de carga (LC)
de alrededor de 2,1 ug de flavonoide / mg de proteina. Estos valores fueron menores
gue los obtenidos para Cris (44-47% EE y 3,8-5,4 ug de flavonoide / mg de proteina).
Por su parte, la EE para Gen en BSAn fue 16 + 5% (1,4 + 0,4 ug flavonoide / mg
proteina), también inferior al obtenido para Cris (25 + 2% y 2,1 £ 0,2 ug flavonoide/mg
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proteina). Estos resultados indicarian que la carga de flavonoide en las nanoparticulas
se encontraria favorecida de la siguiente manera: BSAnp-Cris> BSAnp-Gen> BSAn-
Cris> BSANn-Gen. Eso significa que la carga de flavonoides es mas eficiente en
BSAnp, lo cual es coherente si consideramos que BSAnp estd formado por
mondémeros autoensamblados de BSAn. En términos de estos resultados, se puede
deducir que la carga de flavonoides (o solubilizacién) en los sistemas proteicos estaria
fuertemente influenciada por los efectos combinados del estado conformacional de la
proteina (nativa frente a agregada), el tamafno de la nanoparticula y la estructura
qguimica de los flavonoides. Dado que Gen y Cris son estereoisdmeros en el anillo B,
las diferencias observadas en la unién de estos flavonoides a BSAn y BSAnp podrian
ser explicadas en base a las diferencias en sus estructuras quimicas. En este sentido,
Gen presenta un grupo -OH adicional en el anillo B que podria favorecer el numero de
moléculas Gen unidas a los sistemas. Ademas, la posicion de la unién del anillo B al
anillo C también podria influir en el modo de unién del flavonoide a la nanoparticula.
Gen posee el anillo B unido al anillo C en posicion 3, mientras que en Cris este anillo
se encuentra unido en posicién 2. Por lo tanto, la isomeria de flavonoides y la cantidad
de grupos -OH podrian tener una influencia en el modo de unién a la proteina,
afectando a la carga de la nanoparticula.

5.4.3. Propiedades fisicoquimicas de los polvos liofilizados de nanoparticulas
de BSA cargadas con Gen tras su reconstitucion

Luego de corroborar la union BSAnp-Gen y la maxima cantidad de Gen que es
posible agregar a la suspension de BSAnp sin que ocurra precipitacion apreciable de
Gen libre (1.000 uM), se obtuvieron polvos liofilizados de los sistemas BSAnp
cargados con dicho compuesto. Se siguioé un procedimiento general similar al utilizado
para la obtencién de los polvos de BSAnp libre y BSAnp cargadas con Cris: se
prepararon soluciones de liofilizacion afnadiendo manitol como agente crioprotector en
las siguientes concentraciones finales: 0,5% p/p BSAn, 300 uM Gen y 5% p/p manitol,
que se congelaron y liofilizaron durante 24 h. Mediante este procedimiento se
obtuvieron polvos de aspecto aceptable y reconstitucion rapida en agua.

Con el objeto de evaluar la conservacién de las propiedades fisicoquimicas de
los sistemas tras el proceso de liofilizacién, se reconstituyeron muestras de cada
sistema (0,35 g en 5 mL de agua Milli-Q) y se midi6 el tamafio de particula y potencial
C por DLS. La observacién macroscépica demostré que las soluciones reconstituidas

fueron transparentes, limpidas y libres de particulas en suspension (Figura 51).
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BSAn-Gen |1 BSAnp-70-9-Gen | BSAnp-70-11-Gen

Figura 51. Aspecto visual de las soluciones reconstituidas de polvos de los distintos sistemas
BSAnp cargados con Gen, incluyendo BSAn como control.

Utilizando los datos obtenidos por DLS (ver curvas en Apéndice, seccién 8.5),
se calcularon las relaciones de los parametros a partir de los valores del diametro
hidrodinamico de las particulas (relacion PS) y del potencial ¢ (relacion ZP) (Figura
52). De acuerdo con lo propuesto por Zhi-gang y col. (2009) [213], si la relacidén se
encuentra entre 0,7 y 1,3 (es decir, representa un cambio de ~ 30%), se considera que

el sistema de nanoparticulas tiene una buena reconstitucion acuosa.
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Figura 52. Relacién de tamafo de particula (PS) y potencial { (ZP) antes y después de liofilizar
de los sistemas BSAnp con y sin carga de Gen, incluyendo BSAn como control. La zona
resaltada indica la region de relacién PS entre 0,7 y 1,3 dentro de la cual se considera una
buena reconstitucion de los polvos liofilizados. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre muestras (p<0,05).

En general, las relaciones PS y ZP no cambiaron mas del 30%, lo que sugiere
una buena reconstitucion de polvos liofilizados. Los resultados fueron similares a los
obtenidos para los sistemas BSAnp cargados con Cris, como fue discutido en el
capitulo 2, excepto para el sistema BSAnp-70-11-Cris que exhibié un aumento en el
tamano de particula de ~ 45% después de la liofilizacién, probablemente debido a una
cantidad de Cris que permanece insoluble después de la reconstitucion.
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Ademas, se determinaron los valores de EE y LC de Gen en los sistemas

BSAnNp tras la reconstitucidén de los polvos, los que se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12. Eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad de carga (LC) de los sistemas BSAn,
BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 cargados con Gen.

Sistema EE (%) LC (ug flavonoide/mg proteina)
BSANn-Gen 86 %2 45+0,1
BSAnp-70-9-Gen 88 1 11,4+£0,2
BSAnp-70-11-Gen 86 1 11,2+£0,2

Los valores de EE para los sistemas BSAn-Gen, BSAnp-70-9-Gen y BSAnp-70-
11-Gen fueron muy similares: 86 + 2%, 88 £ 1% y 86 = 1%, respectivamente. Este
resultado fue consistente con los valores de EE después de la liofilizaciéon de los
sistemas BSAnp cargados con Cris, en los cuales se observé un aumento significativo
de EE en comparacion con el obtenido antes de la liofilizacion. Ademas, los valores de
LC fueron 11,1 £ 0,2, 11,4 £ 0,2 y 11,2 £ 0,2 ug de flavonoide/mg de proteina,
respectivamente (Tabla 12) y fueron el doble del valor de LC obtenido para los
sistemas cargados con Cris. De estos resultados, se puede deducir que el proceso de
liofilizacion mejoraria significativamente la asociacién de los flavonoides a los

vehiculos BSAnp.

5.4.4. Efectos citotoxicos de polvos reconstituidos sobre células F3lI

En estudios previos, se ha reportado que Gen libre (disuelta en DMSO)
produce un efecto antiproliferativo sobre la linea celular F3Il, siendo 3 uM la
concentracion media inhibitoria (ICso) para las células tratadas durante 24 h, y 2 uM
tras 48 h de exposicion [197]. La reduccion en la viabilidad seria producida por un
arresto en la fase G2/M del ciclo celular, asociado un aumento de la expresion de la
quinasa p34 fosforilada y la ciclina B1. Por otro lado, en otro estudio se reporté una
ICso de 26,3 uM luego de incubar las células F3Il durante 96 h con Gen [198]. En este
estudio se reporté ademas que Gen es capaz de reducir la migracién de las células
F3Il'y de aumentar su adhesion a sustrato en concentraciones en el rango 0,5-50 uM,
lo cual estaria asociado a la actividad antiangiogénica y antimetastdsica de la

isoflavona.

Por lo tanto, para evaluar la potencial actividad antitumoral de los sistemas
BSAnp cargados con Gen, se examinaron los efectos antiproliferativos de los polvos
reconstituidos sobre células F3Il mediante el ensayo XTT, incluyendo Gen libre (en

144



CAPITULO 3

DMSQO) como control. En primer lugar, se examinaron distintas concentraciones de
Gen con el fin de evaluar la concentracibn mas apropiada a utilizar en ensayos
posteriores. Para ello, se realizaron diluciones seriadas en medio de cultivo de las
soluciones reconstituidas hasta alcanzar las concentraciones de Gen requeridas: 25,
50, 100 y 150 uM. La Figura 53 muestra las curvas de viabilidad de las células F3lI
tras la incubacion con los polvos reconstituidos de los sistemas BSAn/BSAnp durante
72 h.

A partir de las curvas se pudo observar que los sistemas cargados con Gen
(BSAn-Gen, BSAnp-70-9-Gen y BSAnp-70-11-Gen) produjeron una inhibicion del
crecimiento celular al aumentar la concentracion de Gen, mientras que en los sistemas
sin Gen la reduccién de la viabilidad celular fue muy leve (>20%). La curva
correspondiente a Gen libre (en DMSO) muestra que la concentracion de Gen a la cual
se reduce la viabilidad celular hasta un 70% (criterio para que una sustancia sea

considerada citotoxica) fue de aproximadamente 76 uM.
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Figura 53. Curvas de viabilidad de células F3Il tras su incubacion con los sistemas BSAn-Gen
and BSAnp-Gen durante 72 h, incluyendo Gen libre. La linea punteada sefala el 70% de
viabilidad celular.

Con respecto a la carga de Gen en BSAnp, BSAnp-70-11-Gen produjo efectos
citotoxicos mas pronunciados en comparacién con BSAn-Gen, lo cual podria sugerir
que la carga de Gen en nanoparticulas formadas a 70°C y pH 11,0 resultaria en
mayores efectos citotdxicos en comparacion con los sistemas obtenidos a 70°C y pH
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9,0 y la proteina libre. De los sistemas BSAnp, el que produjo mayores efectos
citotoxicos fue BSAnp-70-11, con una reduccion de la viabilidad celular del 70% a 50
uM de Gen.

A partir de la observacién de que los sistemas presentaron efectos citotoxicos a
concentraciones de Gen mayores a 100 uM, se repiti6 el ensayo XTT a dos
concentraciones finales de Gen: 100 y 150 uM. La Figura 54 presenta los porcentajes
de viabilidad celular para cada sistema, a las dos concentraciones evaluadas. Tal
como fue observado en las curvas de viabilidad preliminares, los porcentajes de
viabilidad mostraron una disminucion significativa para los sistemas cargados de Gen
al incrementar la concentracién de Gen, lo que sugiere que la citotoxicidad de los
sistemas estaria ligada a la presencia de Gen y seria dosis-dependiente. Ademas, los
sistemas sin carga mostraron una pequena reduccién en la viabilidad celular (<20%),
gue fue mas pronunciada para los sistemas BSAn en comparaciéon con los sistemas
BSAnp. Esta observacion podria indicar que BSAn tendria una actividad citotdxica
intrinseca en el intervalo de concentracién proteica ensayado (0,15-0,25% p/p), la cual
no se conservaria tras la formacion de BSAnp debido al tratamiento térmico. La misma
citotoxicidad intrinseca asociada a BSAn se observé anteriormente sobre células MCF-
7 y MDA-MB-231 (Capitulo 2), pero en ese caso, los sistemas BSAnp mostraron una
citotoxicidad intrinseca mas pronunciada en comparacién con BSAn, lo que sugiere
gue los sistemas BSAnp sin carga producen efectos sobre la viabilidad celular

dependiendo de las caracteristicas de la linea celular.
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Figura 54. Efecto de los sistemas BSAn y BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 con y sin carga de Gen
sobre la viabilidad de células F3ll a 100 uM and 150 uM Gen, luego de 72 h de incubacién. Los
resultados se expresan como porcentaje respecto del nivel basal y se muestran como media *
desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en la parte superior (a-d) e inferior (a-e) indican
diferencias significativas (p<0,05) entre muestras a 100 y 150 uM, respectivamente. * diferencia
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significativa con respecto al nivel basal (p<0,05). La linea de puntos delimita el 70% de
viabilidad.

Los sistemas BSAnp-70-9-Gen y BSAnp-70-11-Gen fueron los sistemas mas
citotéxicos, mostrando una reduccién del 60% en la viabilidad celular, y no se
observaron diferencias significativas entre ellos (p<0,05). El sistema BSAn-Gen mostro
una reducciéon menor en la viabilidad celular (~ 50%), lo que sugiere que los sistemas
BSAnp serian los sistemas de vehiculizacién mas adecuados para Gen en términos de
sus propiedades citotdxicas. Gen libre (en DMSO) mostré la mayor citotoxicidad con
una reduccion de ~ 70% en la viabilidad celular; sin embargo, es importante resaltar
que, al estar disuelta en DMSO, Gen esta presente en el medio en una condiciéon de
maxima solubilidad que no podria alcanzarse considerando aspectos de

administracion.

Por otro lado, para obtener informacion sobre la dependencia de la
citotoxicidad con el tamafio de la nanoparticula, se evalué la citotoxicidad de los
sistemas BSAnp obtenidos a 85°C. Tal como se explico anteriormente (Capitulo 1,
seccion 3.4.3.3), los sistemas BSAnp-85-9 y BSAnp-85-11 mostraron mayor tamano
(27,8 nm y 20,3 nm, respectivamente) y PM (1.000 kDa y 590 kDa, respectivamente)
en comparaciéon con BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 sistemas (alrededor de 13-15 nmy
440-530 kDa). La Figura 55 muestra los porcentajes de viabilidad obtenidos para
todos los sistemas al ser evaluados frente a células F3Il durante 72 h.
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Figura 55. Efecto de los sistemas BSAn y BSAnp con y sin carga de Gen sobre la viabilidad de
células F3Il a 100 pM y 150 pM Gen, luego de 72 h de incubacién. Los resultados se expresan
como porcentaje respecto del nivel basal y se muestran como media + desviacién estandar
(n=3). Letras diferentes en la parte superior (a-d) e inferior (a-e) indican diferencias
significativas (p <0,05) entre muestras a 100 uM y 150 uM, respectivamente. *diferencia
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significativa con respecto al nivel basal (p<0,05). La linea de puntos delimita el 70% de
viabilidad.

A partir de estas graficas se puede observar que la carga de Gen en el sistema
BSAnp-85-9 produjo una reduccion en la viabilidad celular hasta el limite del 70%,
mientras que la carga de Gen en el sistema BSAnp-85-11 produjo efectos mayores
(reduccién hasta ~ 50-60% de viabilidad celular). En base a estos resultados, se
puede concluir que existiria una relacion entre el tamafno de los sistemas BSAnp y la
citotoxicidad celular producida sobre células F3ll, siendo mayor el efecto de Gen al ser
vehiculizada en BSAnp de menor tamano (13-15 nm).

Las diferencias en el comportamiento de la citotoxicidad entre los sistemas
BSAn y BSAnp podrian explicarse considerando la hipétesis de que todo el sistema
flavonoide-albumina se internalizaria en la célula tumoral. En este sentido, se sabe
gue los mecanismos subyacentes a la captacion de albumina son diferentes a los de
las nanoparticulas de albumina. Por tanto, la captacion del sistema BSAn-flavonoide
en las células diana podria tener lugar mediante pinocitosis; mientras que para BSAnp-
flavonoide podria ocurrir mediante endocitosis [92], [214]. Ademas, se conoce que la
rigidez de las nanoparticulas podria afectar su absorcién celular. Las nanoparticulas
mas rigidas interactuarian més estrechamente con la membrana plasmética de la

célula, lo que provocaria una endocitosis rapida [215].

5.4.5. Induccién de apoptosis sobre células F3ll

Una vez que se corrobord la actividad citotéxica de los sistemas BSAnp
cargados con Gen, se evalud la apoptosis en células F3Il a la concentracién de Gen
mas alta ensayada (150 uM). Para ello, las células fueron incubadas con soluciones de
polvos reconstituidos de BSAn y BSAnp en una concentracion final de Gen de 150 uM
a 37 °C durante 48 h. La Figura 56A muestra el porcentaje para diferentes
subpoblaciones de células obtenido por citometria de flujo.

Se pudo observar que el porcentaje de células necroticas fue menor al 5% en
todos los sistemas evaluados, incluido Gen libre, por lo que el principal mecanismo de
muerte celular es la induccion de apoptosis. Los sistemas sin carga (BSAn, BSAnp-70-
9 y BSAnp-70-11) mostraron la existencia de poblaciones de células apoptoticas en
aproximadamente el 30%, principalmente células en apoptosis temprana. Esto podria
sugerir que la citotoxicidad intrinseca de tanto los sistemas BSAn como BSAnp sobre
las células F3Ill seria producida a través de la induccién de apoptosis. Los sistemas
con carga de Gen (BSAn-Gen, BSAnp-70-9-Gen y BSAnp-70-11-Gen) mostraron
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porcentajes mas altos de células en apoptosis tardia en comparaciéon con los sistemas

sin carga, por lo que la apoptosis inducida por Gen ocurriria de manera mas extensa.
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Figura 56. Porcentaje de células F3Il en apoptosis temprana (anexina V+/IP-), apoptosis tardia
(anexina V+/IP+) y necréticas (anexina V-/IP+) analizado por citometria de flujo (A) y porcentaje
de apoptosis total (B). Los resultados se expresan como porcentaje con respecto al nivel basal
y se representan como promedio *+ desviacion estandar (n = 3). *diferencia significativa con
respecto al nivel basal (p<0,05). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

A partir de los resultados de ta apoptosis total (Figura 56B) puede deducirse
que los sistemas BSAnp-70-9-Gen y BSAnp-70-11-Gen produjeron los porcentajes
mas altos de apoptosis total (~ 70%). En comparacion con estos sistemas, el sistema
BSAN-Gen indujo apoptosis con menor magnitud (58% de la apoptosis total). Gen libre
indujo apoptosis en un 81%, y se considero la actividad maxima en una condicion que,
como se mencion6 anteriormente, no se puede lograr en términos de aspectos de

administracién (en DMSO).

En cuanto a la morfologia celular, se sabe que las células F3Il crecen con un
patron en forma de huso [198], [207]. La Figura 57 muestra los cambios morfolégicos
gue sufren las células F3ll tras su incubacidén con polvos reconstituidos de BSAnp con

y sin carga de Gen.
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A- Genisteina (en DMSO)
B- BSAn

C- BSAn-Gen

D- BSAnp-70-9

E- BSAnp-70-9-Gen
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Figura 57. Cambios morfologicos en células F3II inducidos por los sistemas BSAnp con y sin
carga de Gen, incluyendo BSAn como control. El inserto en la parte superior muestra el grafico
obtenido por citometria de flujo.

A partir de las fotografias, se puede apreciar que las células tratadas con
sistemas cargados con Gen fueron mas alargadas que las tratadas con sistemas sin
Gen. Esta observacion fue consistente con los estudios in vitro mencionados

anteriormente, en los que se inform6 que Gen induce una morfologia de células

150



CAPITULO 3

fusiformes [198]. Ademas, se reportdé que Gen es capaz de incrementar la adhesién
celular de la linea F3Il [198] y de inducir cambios morfolégicos en la linea celular de
cancer de préstata PC3-M [216]. Segun estos estudios previos, la induccion de
cambios morfoldgicos en las células tumorales estaria asociado a la inhibiciéon de los
factores de transcripcion constitutivamente activos NF-kB y AP-1, lo cual resultaria en
la supresion de la secrecién del activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA)
[217]. Asimismo, se pudo corroborar que la actividad citotoxica de los polvos de
BSAnp-Gen estaria relacionada con la presencia de Gen, ya que las células tratadas
con BSAn y BSAnp sin carga mostraron una mayor densidad celular.

5.5.CONCLUSION PARCIAL

En esta tercera parte del trabajo de tesis se estudio la incorporacion de la
isoflavona Gen en los sistemas BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11 y se compar6 con los
resultados obtenidos para la flavona Cris. A partir de estudios espectroscopicos se
determiné que la uniéon de Gen a BSAnp involucré interacciones hidrofébicas y enlaces
de hidrégeno. Un nimero en el rango de 286-336 moléculas de Gen se unié a BSAnp,
con una constante de asociacion de alrededor de 106 M'. En comparacién con Cris, la
unién de Gen a BSAnp involucré mas sitios; mientras que la constante de asociacion
fue similar para ambos flavonoides. Dado que Gen y Cris son esterecisomeros en el
anillo B, las diferencias observadas en la unién de estos flavonoides a BSAn y BSAnp

podrian ser explicadas en base a las diferencias en sus estructuras quimicas.

La carga de Gen en BSAnp también fue corroborada por mediciones de
turbidez en las que se obtuvo una mejor solubilizacién en comparacién con la carga en
la proteina nativa BSAn. Ademas, se obtuvieron mayores eficiencias de encapsulacién
(EE) para Gen en los sistemas BSAnp de mayor tamano. Se concluy6 entonces que la
carga de flavonoides (o solubilizaciébn) en los sistemas de proteinas estaria
fuertemente influenciada por los efectos combinados del estado conformacional de la
proteina (nativa frente a agregada), el tamafo de particula y la estructura quimica de
los flavonoides. La cantidad de grupos -OH y posicion del anillo B influirian en el modo
de unién a la nanoparticula, y determinaria la carga del flavonoide en el sistema
proteico.

Por otra parte, se obtuvo una formulacion liofilizada de los BSAnp cargados con
Gen y se comprobé la preservacion de sus propiedades coloidales después de la
reconstitucion. La carga de Gen en los sistemas BSAnp fue mayor después del
proceso de liofilizacion, lo que reafirma la hipétesis de que la liofilizacién mejoraria la

asociacion de los flavonoides a BSAnp. Los sistemas liofilizados se ensayaron in vitro
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en células F3Il de adenocarcinoma mamario murino revelando una reduccion en la
viabilidad celular y una alteracion de la morfologia celular, las cuales serian
dependientes de la concentracion de Gen. Los efectos citotoxicos fueron mayores para
BSAnp cargados con Gen en comparacion con los de los sistemas BSAn cargados
con Gen, lo que sugiere que BSAnp serian los sistemas de vehiculizacibn mas
adecuados. Finalmente, el principal mecanismo de muerte celular identificado para los
sistemas BSAnp cargados con Gen fue la induccién de apoptosis. En resumen, los
sistemas BSAnp con tamafos entre 13-15 nm serian sistemas de vehiculizacién
versatiles para la incorporacién de flavonoides presentando una mejor solubilidad en
agua y efectos citotoxicos conservados sobre células tumorales.
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6.1.INTRODUCCION

6.1.1. PEGilacion de proteinas y nanoparticulas

El disefio de nanoparticulas para la vehiculizacién y liberaciéon controlada de
drogas es cada vez mas sofisticado, incluyendo la adicién de grupos superficiales para
el direccionamiento a sitios target y mejoramiento de sus propiedades [218]. Una de
las modificaciones mas utilizadas es la union de una o varias moléculas de
polietilenglicol (PEG), procedimiento conocido como PEGilacién. EI PEG es un poliéter
lineal que posee un grupo hidroxilo en cada extremo. La parte alifatica (etileno) le
confiere hidrofobicidad mientras que el oxigeno le permite formar puentes de
hidrogeno con el agua, por lo cual es soluble tanto medio acuoso como en una amplia
variedad de solventes organicos. Puede obtenerse mediante sintesis quimica
controlando el peso molecular y ser modificado mediante la adicién de una variedad de
grupos funcionales [219]. Debido a la flexibilidad de las cadenas de PEG y su
capacidad de coordinar entre 2 y 3 moléculas de agua, las moléculas de PEG tienen
un peso molecular aparente entre 5 y 10 veces mayor en relacidbn a proteinas

globulares de pesos moleculares comparables [220].

En los ultimos 30 anos la PEGilacion se ha utilizado extensamente para
mejorar las propiedades fisicoquimicas, biomédicas y farmacolégicas de moléculas
terapéuticas, tales como como péptidos, proteinas, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, oligonucleétidos y moléculas pequenas. Es bien conocido que la unién de
PEG a nanoparticulas de uso terapéutico permite aumentar la hidrofilicidad superficial
y mejorar la vida media en circulacion al disminuir las interacciones con proteinas
plasmaticas y con el SFM, evitando asi el reconocimiento y remocién de las
nanoparticulas por parte del sistema inmune [96], [97]. Ademas, el incremento del
diametro hidrodindmico asociado a la PEGilacion mejoraria la biodistribucién de las
nanoparticulas en aplicaciones terapéuticas ya que se disminuiria la rapida eliminacion

renal de las mismas [221], [222].

La PEGilacion puede llevarse a cabo a través de diversas técnicas usando
derivados de PEG que son unidos covalentemente por reaccién quimica o enzimatica,
o mediante la adsorcidén reversible de cadenas de PEG sobre la superficie de una
nanoparticula. Debido a que el PEG es un diol (tiene grupos hidroxilo a ambos
extremos de la cadena) presenta como desventaja la posibilidad de reacciones
cruzadas, y de la union del PEG a dos macromoléculas por medio de ambos extremos
[223]. Para evitar esto, para la PEGilacién de polipéptidos y proteinas, con frecuencia
se utiliza metoxi-polietilenglicol (MPEG), ya que posee un extremo bloqueado con un
grupo metoxilo, y un grupo hidroxilo reactivo en el otro extremo (Figura 56).
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Figura 56. Estructura quimica de PEG (1) y mPEG (2). Elaboracién propia utilizando
ChemDraw Professional (Perkin Elmer, 2017).

Para conjugar mPEG a otra molécula en forma covalente es necesario activar la
molécula de mPEG obteniendo un derivado que posea un grupo funcional en un
extremo. La eleccion del derivado a obtener se realiza en funcién del grupo funcional
de la molécula a la cual se va a conjugar la cadena. En proteinas, los grupos
funcionales mas utilizados para PEGilacion son los grupos amino primarios (como el
grupo amino terminal y el grupo e-amino de los residuos de Lys), el grupo amino
secundario de His, el grupo tiol de Cys y, en menor medida, el carboxilo terminal, el
grupo carboxilo de Asp y Glu y el grupo hidroxilo de la Tyr, Ser y Thr [220], [224].

Debido a que el grupo hidroxilo terminal de mPEG no es lo suficientemente
reactivo para permitir su conjugacion a biomoléculas, se utilizan derivados reactivos de
mPEG, obtenidos mediante modificacion quimica. En este sentido, existen 3 clases
generales de reactivos de mPEG: i) reactivos de acilacion, ii) reactivos de alquilacién,
iii) reactivos selectivos a grupos tiol.

6.1.2. Conjugacion al grupo amino como estrategia de PEGilacion

Se ha determinado que, para la PEGilaciéon de proteinas, los aminoacidos mas
adecuados son: Lys> Cys> Tyr> His> Asp> Glu> Arg> Trp> Ser> Thr> Met [220]. Por
lo tanto, la estrategia mas comun para la PEGilacién de proteinas y sus nanoparticulas
derivadas es la conjugacion del derivado de mPEG a grupos e-amino de los residuos

de Lys, mediante reacciones de alquilacién o acilacién.

La conjugacion de los grupos e-amino de Lys se encuentra favorecida en una
condicion de pH> 8,5, a la cual se comportan como buenos nucledfilos ya que el pKa
de los residuos de Lys es de alrededor de 9,4 [220]. Por el contrario, en condiciones
de pH ligeramente neutro-acido (pH<8,0) se produciria la conjugacién preferentemente
del grupo amino N-terminal de la proteina, al ser este grupo menos basico que el
grupo e-amino de Lys. En general, el residuo Lys estd ampliamente presente en la
mayor parte de las proteinas, representando aproximadamente un 10% del total en
una secuencia tipica de aminoacidos, por lo que la conjugacion al grupo amino de Lys
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es considerada una estrategia versatil para la PEGilacion de proteinas terapéuticas v,

en consecuencia, de nanoparticulas proteicas.

Dependiendo del reactivo de mPEG utilizado, la reaccién de PEGilacién por
conjugacion al grupo e-amino de Lys puede implicar la formacion de un enlace amida o
un enlace carbamato y/o uretano. Particularmente, se han estudiado ciertos reactivos
de mPEG acilantes que permiten obtener enlaces uretano estables frente a la hidrolisis
[223]. Entre ellos, se encuentra el reactivo mPEG-carbonil imidazol (mPEG-Im)
(Figura 57), el cual ha sido previamente utilizado para la PEGilacion de enzimas y
otras proteinas globulares, tales como la enzima superoxido dismutasa, ao-

macroglobulina, lactoferrina [225], fosfatasa alcalina [226], entre otras.

-
o

Figura 57. Estructura quimica del derivado mPEG-carbonil imidazol (mPEG/Im). Elaboracion
propia utilizando ChemDraw Professional (Perkin Elmer, 2017).

El reactivo de mPEG-Im puede obtenerse mediante ssintesis quimica
empleando un mPEG del peso molecular deseado y carbonildiimidazol (CDI) en
tetrahidrofurano (THF) a 60°C [224]. Se conoce que el derivado mPEG-Im posee baja
reactividad, por lo que la reaccion de PEGilacion debe efectuarse utilizando altas
relaciones molares proteina:mPEG-Im y tiempos de reaccidn largos.

6.1.3. Antecedentes de PEGilacion de albumina sérica bovina y nanoparticulas
de albuminas

Para la PEGilacion de proteinas y nanoparticulas proteicas es necesario que la
reaccion se efectlie en medio acuoso y en condiciones suaves, es decir, que permitan
mantener la estructura y conformacién proteica, evitando condiciones de pH y fuerza
ibnica extremos. Se ha reportado que los factores de control mas importantes durante
el proceso de conjugacion son: concentracién de reactivo de mPEG, pH del medio
acuoso, tiempo y temperatura de reaccién [227].

La PEGilacion de BSA se ha reportado hace varios afos [228], lograndose una
reduccion de su inmunogenicidad y una vida media més prolongada. BSA (65,5 kDa)
posee 59 residuos de Lys por molécula y un grupo amino en el extremo N-terminal, por
lo cual los grupos amino primarios constituyen los sitios mas atractivos para la unién

covalente de PEG a estas estructuras. Un esquema general de la reaccion de
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PEGilacion de BSA utilizando la conjugacion a grupos e-amino de Lys se muestra en la

Figura 58.

mPEG

(@) BSA(Lys-NH,) »  BSA(Lys-NH,),-(PEG),

NH.
NH, NH
(b) BSA(Lys-NH,),,

. L NH, G = 59

NH, NH,
NH

Figura 58. Esquema general de la reaccién de PEGilacién de BSA (a) junto con la ilustracion
de BSA y sus 59 residuos de Lys (b). gmax = nUmero maximo de moléculas de PEG conjugadas
por mondmero de BSA. Figura modificada de Ferebee y col., 2016 [229].

Por otro lado, se ha estudiado la PEGilacién de nanoparticulas de BSA
obtenidas por desolvatacién y entrecruzamiento con glutaraldehido, utilizando
diferentes reactivos de mPEG de una amplia variedad de pesos moleculares [227],
[230]. En cuanto a las condiciones de PEGilacion reportadas en la bibliografia, en
general la reaccion se realiza a temperatura ambiente, en medio acuoso (solucién
reguladora de pH comprendido en el rango 7,0-9,0) y el corte de reaccion puede
efectuarse por agregado de algun compuesto que reaccione inactivando el mPEG o
mediante un aumento de pH por agregado de un &cido o base fuerte. La separacion de
PEG libre y los productos de PEGilacion se realiza frecuentemente mediante
centrifugacion (para nanoparticulas de mayor tamafno), cromatografia de exclusién
molecular o ultrafiltracion. Luego, la caracterizacion de los productos de PEGilacion
obtenidos se realiza empleando diferentes técnicas que incluyen electroforesis,
cromatografia, DLS, microscopia confocal y AFM. La adicién de un numero variable de
cadenas de PEG a las nanoparticulas sumado a los posibles sitios de PEGilacion
origina una poblacion de moléculas PEGiladas con una distribucién Gaussiana, donde
los distintos isémeros posicionales generados son llamados isoformas. Ademas, segun
estudios reportados, la PEGilaciébn puede producir un aumento del diametro
hidrodinamico obtenido por DLS [230] y/o de la carga neta superficial de la
nanoparticula [227].

En base a lo anteriormente expuesto, en el presente capitulo se evalué la
PEGilacion de nanoparticulas de albumina sérica bovina (BSAnp), en particular los
sistemas obtenidos mediante tratamiento térmico a 70°C y pH 11,0 cargados con la
isoflavona Gen (BSAnp-70-11-Gen). En capitulos anteriores se determin6 que BSAnp-
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70-11 esta constituida por 7 mondémeros de BSA, con un peso molecular de 440 kDa,
tamano de particula de aproximadamente 13,6 nm y potencial { de -9,8 mV en PBS.
Se utilizé un reactivo de mPEG-Im de 30 kDa, por lo que la adicion de mas de una
cadena de PEG a la superficie de BSAnp resultaria en un aumento apreciable del peso
molecular y, por lo tanto, del tamaro de particula. La PEGilacién de BSAnp-70-11-Gen
aumentaria su estabilidad en medio acuoso a la vez que permitiria evadir posibles
respuestas inmunes al ser administrada en forma parenteral. En este sentido, resulta
de importancia la evaluacion de su actividad antitumoral in vitro, y la conservacién de

las propiedades antitumorales luego de la PEGilacién.

6.2.OBJETIVOS

Los objetivos especificos que se plantearon en este capitulo fueron:

Objetivo 1: Evaluar la PEGilacion del sistema BSAnp-70-11-Gen con mPEG-

Im de 30 kDa mediante conjugacién a grupos s-amino de Lys.

Objetivo 2: Caracterizar mediante parametros fisicoquimicos los productos de
PEGilacion obtenidos.

Objetivo 3: Estudiar los efectos citotdéxicos y genotoxicos in vitro de los
productos de PEGilacién sobre células de cancer de mama.

6.3.MATERIALES Y METODOS

6.3.1. Materiales

Se utilizd BSAn y Gen, cuya fuente y caracteristicas se detallaron en capitulos
anteriores. Se prepararon las siguientes soluciones reguladoras: PBS, pH 7,4 y borato
50 mM (pH 8,0) disolviendo las sales (Cicarelli, Argentina) en agua MilliQ. EI DMSO
fue adquirido en Biopack (Argentina). Para la sintesis del derivado de mPEG reactivo
se utilizo mPEG de 30 kDa adquirido en JenKem Technology (Allem, EE.UU.) y N, N’-
carbonildiimidazol (CDI) provisto por Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Los solventes
tetrahidrofurano (THF) y éter dietilico se destilaron a partir de cetil benzofenona
sodica. Se obtuvo diclorometano anhidro mediante destilacién en P2Os. Para la
evaluacion de propiedades antitumorales in vitro se empled medio de cultivo de Eagle
modificado por Dulbecco con alta glucosa (DMEM High Glucose), suero fetal bovino
(SFB), compuestos antibiéticos y antimicéticos (Penicilina-Estreptocimina-Anfotericina
B), glutamina, y solucién Tripsina-EDTA (0,25%) adquiridos en Gibco™ (Gaithersburg,
M. D., EE. UU.). Para medir viabilidad celular in vitro se utilizé la sal bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) adquirida en Invitrogen (EE. UU.). Para la
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evaluacion de la muerte celular por apoptosis se utilizo el kit de deteccion de apoptosis
Annexin V-FITC, adquirido en BD-Biosciences (EE. UU.). Para el ensayo de
micronucleos se utilizé citocalasina B y colchicina, ambas adquiridas en Sigma Aldrich
(St. Louis, MO).

6.3.2. Sintesis y purificacion de mPEG-carbonil imidazol de 30 kDa

La sintesis y purificacién del derivado reactivo mPEG-carbonil imidazol (mPEG-
Im) de 30 kDa se realizé en el Laboratorio de Quimica Organica Aplicada del Instituto
de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica (INTEC, UNL-CONICET). El
reactivo fue obtenido siguiendo la estrategia de sintesis reportada por Gonzalez y col.,
(2013) [220]. Brevemente, se disolvié 1,2 g de mPEG (30 kDa, 0,1 mmol) en THF
anhidro (6 mL) a 60°C. Se afnadi6 CDI (49 mg, 0,3 mmol) y la solucién se agit6 a 60°C
durante 18 h. Luego, se evapord el solvente mediante vacio, se disolvi6 el residuo en
agua y se realizaron 5 extracciones con 25 mL de cloroformo cada una. La fase
organica se evapor6 a presion reducida y se sec6 al vacio hasta peso constante. El
disolvente se elimind a presion reducida y el sélido resultante se disolvié en
diclorometano y se purificd por precipitacion con éter etilico. El producto obtenido se
analiz6 por Resonancia Magnética Nuclear de 'H ("H RMN), registrando el espectro
del compuesto disuelto en cloroformo deuterado (CDCls) en un espectrofotometro
Bruker Avance de 300 MHz utilizando la sefial de solvente residual como referencia.

6.3.3. Preparacion de nanoparticulas de BSA cargadas con genisteina

Se prepar6 una suspension de BSAnp-70-11 siguiendo el procedimiento
descrito en capitulos anteriores. Brevemente, se prepar6 una solucién de BSA 40
mg/mL en NaCl 50 mM y se ajust6 el pH a 11,0. Luego, se dispensaron volumenes de
2 mL en tubos de vidrio con tapa a rosca que luego se sumergieron en un bafo
termostatizado a 70°C durante 5 min. Culminado este tiempo, se retiraron los tubos y
se enfriaron inmediatamente en un bafo de hielo. Se realiz6 una dilucion de la
suspension de BSAnp-70-11 en solucidon reguladora del pH consistente en borato 50
mM (pH 8,0) hasta una concentracién de BSA de 20 mg/mL y se ajusté el pH a 8,5 por
agregado de HCI 1 M. Para realizar la carga con Gen, a un volumen de 2,5 mL de
suspension de BSAnp-70-11 se agregaron 30 pL de solucién stock de Gen 100 mM
(en DMSO) y se agitdé inmediatamente en vértex durante 5 s. El sistema se dejo
equilibrar a temperatura ambiente durante 1 h. De esta manera se obtuvo una
concentracion final de Gen de 1,2 mM en 20 mg/mL de proteina lo cual, afectado por
la capacidad de carga (LC) de BSAnp-70-11 (2,1 ug Gen/mg proteina), representa una

concentracion de 42 ug Gen/mL. El mismo procedimiento de carga de Gen se realiz6
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para el sistema BSAn (con una LC de 1,4 ug Gen/mg proteina) obteniéndose una

concentracion de Gen de 28 pg/mL.

6.3.4. Reacciones de PEGilacion de nanoparticulas de BSA cargadas con
genisteina utilizando mPEG-carbonil imidazol de 30 kDa

Se realizaron reacciones de PEGilacién del sistema BSAnp-70-11 cargado con
Gen (BSAnp-70-11-Gen) empleando el reactivo mPEG-Im de 30 kDa. Se incluyé la
proteina nativa cargada con Gen (BSAn-Gen) como control. Las reacciones se
realizaron empleando la estrategia de conjugacion a grupos e-amino de Lys, solucion
reguladora del pH borato (50 mM) a un pH de 8,5, condicion en la cual los grupos e-
amino encuentran desprotonados y, por lo tanto, son lo suficientemente nucleofilicos
para reaccionar con mPEG-Im formando enlaces uretano. La temperatura de reaccion
fue de 20°C y el tiempo de 24 h. Se seleccion6 una relacién molar 1:20 para
BSANn:PEG y BSAnp:PEG, en base a ensayos previos donde se evaluaron distintas
condiciones de reaccion utilizando un reactivo de mPEG éster de 30 kDa (Apéndice,
seccion 8.6). Para comenzar la reaccion, se agregé la masa de mPEG-Im adecuada a
un tubo con tapa a rosca conteniendo un volumen de 2,5 mL de sistema (BSAn-Gen o
BSAnp-70-11-Gen) a una concentracién proteica de 20 mg/mL y se mantuvo en un
bafo de agua a 20°C bajo agitacién magnética durante 24 h. Transcurrido este tiempo,
se realiz6 el corte de reaccién por cambio de pH, agregando 25 uL de NaOH 5 M. Se
tomaron muestras a tiempo inicial (ton) y final (t2sn) para su anadlisis mediante las

técnicas que se describen a continuacion.

6.3.5. Analisis de los productos de PEGilacion

El resultado de las reacciones de PEGilacion se evalué mediante la
determinacién de los grupos amino disponibles en las muestras tiempo inicial (ton) y
final (t2sn). Luego, las muestras se purificaron por cromatografia SEC-FPLC, con el
objeto de separar el remanente de mPEG-Im sin reaccionar, y las fracciones obtenidas
se analizaron mediante las técnicas que se describen a continuacion, con el fin de

caracterizar los productos de reaccion obtenidos.
6.3.5.1. Determinacion de grupos amino disponibles mediante el método de OPA

6.3.5.1.1. Fundamentos del método espectrofotométrico de determinacion de
grupos amino libres por reaccion con o-ftaldehido

El compuesto o-ftaldehido (OPA), en presencia de un agente reductor (B-
mercaptoetanol), reacciona con aminas primarias en condiciones de pH por encima de

su punto isoeléctrico, formado un derivado isoindol 1,2-disustituido detectable por
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absorcion espectrofotométrica a 340 nm [231], [232]. La reaccién quimica involucrada

se esquematiza en la Figura 59.
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Figura 59. Reaccion entre OPA y grupos amino primarios en presencia de un agente reductor
(tiol). Elaboracién propia utilizando ChemDraw Professional (Perkin Elmer, 2017).

Este ensayo se desarroll6 inicialmente para evaluar el grado de protedlisis en
proteinas de la leche [233], [234], y luego se adaptd para cuantificar los grupos amino
reactivos en péptidos y en superficies de proteinas [235], [236]. La determinacion se
realiza incubando la muestra con el reactivo conteniendo OPA junto con el agente
reductor (B-mercaptoetanol) y el agente tensioactivo dodecil-sulfato de sodio (SDS),
adicionado para mejorar el contacto entre la proteina y el reactivo. Luego de unos
minutos se mide el valor de absorbancia a 340 nm. Es importante que el tiempo de
incubacién sea el mismo en todas las muestras, ya que la absorbancia aumenta con el
tiempo. La cantidad de grupos amino disponibles se cuantifica mediante una curva de
calibrado realizada utilizando soluciones de aminoacidos. De éstos, se conoce que el
aminoacido Cys no reacciona con OPA [231] y que los aminoacidos Gly y Lys
reaccionan con OPA produciendo valores de absorbancia bajos [233]. Por esta razén,
una alternativa conveniente es utilizar el dipéptido N-glicilglicina como estandar.

6.3.5.1.2. Ensayo de determinacion de grupos amino disponibles

El reactivo de OPA se prepard de acuerdo a lo detallado por Pefias y col.
(2006) [234]. Para ello, se mezclaron 25 mL de solucién reguladora del pH borato de
sodio 0,1 M, 2,5 mL de SDS 20%, 100 yL de 2-mercaptoetanol y 40 mg de OPA
(disuelto en 1 mL de metanol) en un volumen final de 50 mL de agua destilada.

Las muestras de conjugacion de BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a tiempo
inicial (ton) y final (toan) sin purificar se analizaron mediante el método de OPA. Para
ello, se tomaron 3 mL de reactivo de OPA y se dispensaron en una cubeta de cuarzo
para medicidon espectrofotométrica. Se agregaron 20 uL de muestra y se incubd
durante 2 min a temperatura ambiente (20-25°C). Inmediatamente después, se midié

la absorbancia a 340 nm contra blanco de reactivo de OPA sin muestra. Para ello, se
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empled un espectrofotometro Jenway 7305 (Reino Unido) equipado con una cubeta de
cuarzo de 1 cm de paso de luz. Para la cuantificacion de los grupos amino libres se
realizé una curva de calibrado con una solucion de N-glicilglicina (Gly-Gly) 5 mM en el
rango 0,01 — 0,16 mM. La cantidad de grupos amino libres se expresé como mmol
Lys/mmol vehiculo, teniendo en cuenta los pesos moleculares de los sistemas (65,5
kDa para BSAn y 440 kDa para BSAnp-70-11). Cada determinaciéon se realizé por
triplicado.

6.3.5.2. Purificacion por SEC-FPLC preparativo

Las muestras conjugadas se purificaron por cromatografia de exclusion
molecular (SEC) utilizando una columna Superdex 200 (GE Healthcare), cuyo rango
de fraccionamiento fue de 10-60 kDa y su volumen total de 24 mL. La columna se
conectd a un dispositivo FPLC (Akta Prime, GE Healthcare) y se equilibré con solucion
reguladora del pH fosfato 50 mM (pH 7,5) conteniendo NaCl 150 mM. El volumen de
inyeccion fue de 500 pl y el flujo fue de 0,5 mL/min. La elucién fue detectada por

absorbancia a 280 nm y se recogio en fracciones de 1 mL.
6.3.5.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia del agente desnaturalizante dodecil-sulfato de sodio (SDS-
PAGE). Para ello, se prepararon geles a una concentracion de
acrilamida/bisacrilamida de 6%p/v. Las muestras se diluyeron en PBS hasta una
concentracion de 0,75 mg/mL de proteina y se sembraron 25 ulL (18,75 ng de
proteina). Las corridas electroforéticas se realizaron aplicando 200 V durante 40 min.
Para la visualizacién de proteina, se realizd una tincion con Coomasie Brilliant Blue
seguida por una decoloracion hasta aparicion de bandas nitidas. La visualizacion de
mPEG se logré6 mediante un método de coloracién con Is/BaCl, [237], en el cual se
sumergiod el gel en solucién de BaCl> 5% con agitacién suave y luego de enjuagarlo
con agua fue colocado en solucién de I~ 0,1 N durante 10-20 min, seguido a ello se
coloco en solucion decolorante hasta desaparicion de la tincion no especifica de fondo.

6.3.5.4. Determinacion de la cantidad remanente de mPEG luego de la PEGilacion

La cantidad de mPEG presente en el medio sin reaccionar tras la conjugaciéon
se detectd y cuantificdé mediante la formacion de un complejo con BaClz y I3, el que
absorbe espectrofotométricamente a 535 nm [238]. Para ello, se centrifugaron las
muestras a 12.000 r.p.m. durante 50 min para lograr la precipitacién de los sistemas
proteicos. El sobrenadante fue diluido 1/100 y se incubé con una mezcla BaCly/ls
durante 10 min. Luego, se midié la absorbancia a 535 nm y la cantidad de mPEG se
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cuantific6 mediante una curva de calibrado previamente realizada con soluciones de
mPEG en el rango 1,5 - 7,5 pg/mL. La cantidad de mPEG remanente luego de la

PEGilacion se expresé en ug/mL.
6.3.5.5. Determinacion del tamaino de particula y potencial {

La distribuciéon de tamano (PSD) y el potencial ¢ de las muestras a los tiempos
de reaccion ton y tosn para cada sistema se determinaron mediante DLS a 25°C,
utilizando el equipo Zeta-Sizer (Nano-ZS 90, Malvern Instruments Ltd, Reino Unido) tal

como se describié en capitulos anteriores.
6.3.5.6. Microscopia de fuerza atomica

La muestra BSAnp-70-11-Gen tras la PEGilacién se diluyé 10 veces en PBS, y
se analizd por microscopia de fuerza atomica (AFM) de manera similar a lo realizado
en el Capitulo 1 (seccion 3.3.4.4). Para ello, alicuotas de la muestra se adsorbieron
sobre una superficie de mica (1 cm?, pegada a discos de acero) por medio de secado
en cdmara de vacio a temperatura ambiente. Las imagenes de AFM se realizaron en
modo tapping, con una frecuencia de oscilacién de 280 kHz, utilizando un microscopio
Agilent 5400 (EE. UU.). Se utilizaron cantilevers de AFM recubiertos por aluminio
(modelo OPUS: 160AC-NA) siguiendo las especificaciones anteriormente detalladas.
Las muestras fueron escaneadas a 1 linea/s. Para el procesamiento de imagenes, se
utilizé el software Gwyddion 2.44. Las imagenes topograficas y de fase se procesaron
a fin de lograr una mejor definicion de las particulas. Adicionalmente, se obtuvieron
imagenes 3D utilizando el mismo software.

6.3.6. Estudio de propiedades antitumorales in vitro sobre células de
adenocarcinoma de mama murino

Con el objeto de evaluar si la PEGilacion tuvo algun efecto sobre las
propiedades antitumorales in vitro de BSAnp-70-11-Gen previamente estudiadas
(Capitulo 3, seccion 5.4.4), se examing la citotoxicidad de las muestras conjugadas a
toan sobre la linea celular murina F3Il, incluyendo las muestras no conjugadas (ton) y
Gen libre (en DMSO) como controles. Para evaluar el mecanismo de muerte celular
implicado, se estudié la induccién de apoptosis y genotoxicidad en las células tratadas.

6.3.6.1. Cultivo de células F3lI

Los ensayos de puesta a punto y el desarrollo de las metodologias detalladas a
continuacién fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de Cultivos Celulares del Centro
de Medicina Comparada (ICiVet Litoral UNL-CONICET). Se utilizé la linea celular F3ll,
cuyas caracteristicas fueron detalladas anteriormente (Capitulo 3, seccion 5.3.5.1), y la
misma fue evaluada mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) frente a

163



CAPITULO 4

infeccibn con Mycoplasma, siendo el resultado negativo. Las células F3Il fueron
cultivadas en medio de Eagle modificado (DMEM) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 5%, compuestos antibidticos-antimicéticos 1X (penicilina-
estreptomicina-anfotericina B) y glutamina 1X. La incubacién se realiz6 a 37°C, en
atmosfera de CO: al 5%, en una incubadora orbital hasta alcanzar una confluencia del
70-80% vy luego se realizd la digestidén con tripsina-EDTA. Las células disgregadas se
resuspendieron en 5 mL de medio de cultivo completo. Se cuantific6 el niumero de
células viables en camara de Neubauer mediante coloracién con el colorante vital azul
de tripan, tal como se detallé en el Capitulo 3 (seccion 5.3.5.2). En base a este
recuento, se preparé la cantidad necesaria de células para obtener una suspension de
1 x 10° células/mL de medio de cultivo completo y se sembraron 100 pL/pocillo en una
microplaca de 96 pocillos (5 x 10® células/pocillo), de modo que las células formen una
monocapa semi-confluente. Se incubd la microplaca durante 24 h en incubadora de
CO, a 37°C.

6.3.6.2. Determinacion de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT

Los efectos citotoxicos de las muestras conjugadas a tsn Obtenidas a partir de
los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen fueron examinados mediante el ensayo
basado en la reduccion metabdlica de la sal bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) por medio de las enzimas succinato-deshidrogenasas
mitocondriales. Se incluyeron las muestras no conjugadas (ton) como control. En primer
lugar, las muestras se filtraron a través de membrana de 0,22 um para asegurar su
esterilidad. Se incluy6 una solucién de Gen 100 mM (en DMSO) como control de Gen
libre, que también se filtr6 por 0,22 um en condiciones de esterilidad. Las muestras se
diluyeron en medio de cultivo hasta alcanzar las siguientes concentraciones finales de
Gen: 10, 25, 50, 100, 150 y 200 uM. Se incluyeron los siguientes controles: PBS,
mPEG-Im libre (ya que se evaluaron las muestras sin purificar) medio de cultivo
(control de viabilidad) y peréxido al 1% v/v (control positivo). Las células F3lI
previamente cultivadas en microplaca de 96 pocillos (5 x 10° células/pocillo) se
trataron con las diluciones de las muestras y controles a 37°C en una incubadora (al
5% de CO) durante 72 h (hasta alcanzar una confluencia del 80-90% en las células

de control sin tratamiento).

La viabilidad celular se examin6 mediante la conversion de la sal MTT en
cristales de formazan. Para ello, se preparé una solucién de MTT a 12 mM en PBS 1X
estéril, la que se agitd con vértex y se filtrd. Se descart6 el sobrenadante de cultivo de

cada pocillo, se realizé un lavado con 100 uL de PBS 1X estéril y se adicion6 100 pL
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de medio de cultivo fresco. Luego, se adicionaron 10 uL de solucién de MTT 12 mM a
cada pocillo tras lo cual se incub6 durante 3 h a 37°C en incubadora CO». Se descart6
el sobrenadante y se lavé 2 veces con 200 uL de PBS 1X estéril. Por dltimo, se
adicionaron 100 uL de DMSO vy la microplaca se incubé 15 min a temperatura
ambiente agitando suavemente para homogeneizar el color en todos los pocillos. El
desarrollo de color se midi6 determinando la absorbancia en un espectrofotometro
(SPECTROstar Nano BGM LABTECH, Offenburg, Alemania) a 540 nm y 690 nm
(como background). Se determind el porcentaje de viabilidad celular como se detallo

previamente (Seccion) Los ensayos fueron realizados por triplicado.

Adicionalmente, se observaron los cambios morfoldgicos en las células F3lI
tratadas a través de un microscopio Zeiss Axio Observer (Zeiss, Oberkochen,
Alemania).

6.3.6.3. Determinacion de muerte celular por apoptosis mediante marcacion con
sondas fluorescentes y citometria de flujo

Se detectaron y cuantificaron las diferentes subpoblaciones de células en las
etapas temprana y tardia de apoptosis mediante marcacién con anexina V-FITC/IP
seguida de andlisis de citometria de flujo [207]. Las células F3Il se trataron con las
muestras conjugadas (to4n) Y no conjugadas (ton) obtenidas a partir de los sistemas
BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen (50 uM de Gen), y se incubaron como se describid
previamente, durante 48 h antes del andlisis. Ademas, se examinaron los controles: (i)
control positivo para apoptosis (adicion de H202 al 5% al medio de cultivo) (ii) control
basal, conteniendo células cultivadas en medio de cultivo puro. Luego de la incubacion
con las muestras a evaluar, se determind la muerte celular por apoptosis y/o necrosis
utilizando el kit de deteccion de apoptosis (Annexin V-FITC, BD Biosciences).
Brevemente, se agregaron a cada muestra 100 yL de buffer de binding (1X)
conteniendo 1 pL de anexina V-FITC y 0,5 pyL de IP, y se incubd durante 15 min en
oscuridad. Las células se analizaron usando un citometro de flujo Attune NxT (Acoustic
Focusing Citometer, A24860, Life Technology). El porcentaje de células viables, de
células en apoptosis temprana, en apoptosis tardia y en necrosis se determinaron
utilizando el software FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, EE. UU.). La apoptosis total (%)
se calculé como la suma de los porcentajes de células en apoptosis temprana y tardia.

6.3.6.4. Evaluacion de genotoxicidad mediante ensayo de microntcleos
6.3.6.4.1. Fundamentos del ensayo de micronucleos
Durante la mitosis se produce la replicacién del material genético contenido en

el ndcleo de las células eucariotas, para luego dividirse equitativamente dando lugar a
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dos células hijas idénticas. El material genético (ADN) se organiza en cromosomas,
por lo que luego de la replicacion, cada copia cromosdémica debe desplazarse hacia
los polos de la célula en division para integrar cada célula hija. Este proceso es llevado
a cabo mediante el huso mitético, formado por microtibulos y proteinas asociadas,
gue enlaza a los cromosomas por sus cinetocoros y los desplaza hacia los polos de la
célula. Luego se produce la citocinesis, proceso mediante el cual el citoplasma se
divide formandose dos células con el mismo material genético. Si durante la division
celular se producen errores, estos pueden conducir una ruptura o pérdida
cromosomica, haciendo que el reparto del material genético no sea equitativo. Cuando
esto ocurre, el material genético que se desprende y no se incorpora correctamente al
nucleo de la célula hija, es envuelto por membrana nuclear durante la telofase
originando un nuevo nucleo de menor tamafo denominado micronucleo (MN) [239]. El
material genético comprendido dentro de un MN puede derivar de cromosomas
enteros 0, mas frecuentemente, de fragmentos cromosoémicos acéntricos que quedan
excluidos de los nucleos de las nuevas células durante la anafase mitética. Entre los
agentes quimicos que pueden inducir la formacién de MN, se distinguen los agentes
clastogénicos y los aneugénicos. Los agentes clastogénicos son aquellos que inducen
la ruptura de cromosomas, mientras que los agentes aneugénicos impiden la fijacion
de las fibras del huso mitético al cinetocoro y, por ende, el desplazamiento de los
cromosomas hacia los polos durante la anafase [240]. Algunos agentes clastogénicos
son, por ejemplo, la ciclofosfamida y el benzo-a-pireno. Por su parte, entre los agentes

aneugénicos estudiados se encuentran la colchicina, vinblastina y noscapina [241].

Entre los ensayos utilizados para evaluar genotoxicidad, es decir, la muerte
celular causada por danos a nivel del material genético de las células, se encuentra el
ensayo de MN. Este ensayo se basa en el recuento de la cantidad de MN observados
por microscopia de fluorescencia (mediante tincidn con una sonda fluorescente) tras
realizar un bloqueo de la citocinesis. Para ello se utiliza un agente quimico
denominado citocalasina-B (cit-B) que inhibe la polimerizacién de actina, impidiendo la
citocinesis al imposibilitar la creacion del anillo contractil, constituido por
microfilamentos de actina y miosina, necesario para la particion celular durante la
telofase mitotica [240]. Por lo tanto, cit-B impide la citocinesis a la vez que permite la
divisién nuclear, produciéndose células binucleadas (Figura 60).
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Mitosis
Mitosis
(anafase)

Con bloqueo Sin bloqueo
de citocinesis
(cit-B)

Células mononucleadas
(con 1 microntcleo cada una)

Célula binonucleada
(con 2 micronucleos)

Figura 60. Esquema de formacion de microndcleos a partir de un cromosoma entero y
fragmentos de cromosomas. El proceso se ilustra para el caso del bloqueo con citocinesis, que
produce células binucleadas y el proceso sin bloqueo, produciendo células hijas
mononucleadas. Elaboracién propia.

En forma general, el ensayo de MN consiste en tratar las células con la
sustancia a evaluar. Luego, las células tratadas se incuban con cit-B, se fijan a un
portaobjetos y se realiza una tincién de los nucleos, los que son observados al
microscopio para realizar el recuento de MN sobre 1 x 10° células binucleadas. El
ensayo de MN constituye un ensayo de referencia a nivel internacional para evaluar
mutagénesis inducida por compuestos, por lo que fue incluido en las guias de la
Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH, por las siglas en inglés de
International Conference of Harmonization) [242] para la aprobaciéon de medicamentos
y en las guias de la Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OECD) [243].

6.3.6.4.2. Ensayo de micronucleos sobre células F3lII

Se evalud la genotoxicidad de las muestras conjugadas a tsn y NO conjugadas
(ton) obtenidas a partir de los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen sobre la linea
celular F31l mediante el ensayo de MN con bloqueo de citocinesis. En primer lugar, las
células F3ll se sembraron en microplaca de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h
hasta confluencia del 85-90%. Las muestras conjugadas a to4n Y no conjugadas (ton)
obtenidas a partir de los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen se diluyeron en
medio de cultivo hasta una concentracion de 10 uM Gen, las que presentaron una

viabilidad celular del 50% por el ensayo MTT (condicion necesaria para evaluar
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genotoxicidad). Se incluyeron los siguientes controles: mPEG-Im libre, Gen (en
DMSOQ), colchicina 0,6 mg/mL (control positivo [241] y medio de cultivo (control
negativo). Luego, las células F3Il se trataron con diluciones de las muestras y
controles a 37°C en una incubadora (al 5% de CO-) durante 24 h. El control positivo de
genotoxicidad (colchicina 0,6 mg/mL) se incubé durante 3 h seguido por un periodo de
21 h de recuperacion. Los tratamientos fueron realizados por triplicado. Luego del
tratamiento, las células se incubaron con cit-B (3 pug/mL en medio de cultivo fresco)
durante 18-20 h para realizar el bloqueo de citocinesis, tras lo cual se retir6 el medio y
se realizé un lavado con PBS 1X. A continuacion, se adicionaron 25-50 L de tripsina
para disgregar las células tratadas adheridas a la microplaca, se centrifugd bajo
refrigeracion a 800 g por 5 min y se retiré el sobrenadante. La suspension celular se
transfiri6 a embudos de citocentrifuga y se centrifugé durante 5 min a 700 rpm. Se
tomaron muestras en portaobjetos que se dejaron secar al aire durante 10 min y se
realiz6 la fijacidon con metanol absoluto frio por 10 min seguido de lavado con PBS por
5 min. La tincién de los nucleos se realizé con la sonda fluorescente 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), que se une a secuencias enriquecidas en adenina y timina del ADN.
Para ello, se agregaron 40 mL de DAPI 0,4 ug/mL a cada portaobjetos y se incubé
durante 10 min en oscuridad. Luego, se lavd con PBS, se adicioné solucién de
montaje y finalmente se colocé el cubreobjetos y se sell6.

Se observaron los nucleos de las células en un microscopio de fluorescencia
Zeiss Axio Observer (Zeiss, Oberkochen, Alemania) a 200 X. Se tomaron 10 imagenes
por cada triplicado de muestra y se determind el numero de MN en células
binucleadas, por 1 x 10° células. Los portaobjetos se almacenaron en oscuridad a 4°C
0 a -20°C hasta que se complet6 la toma de imagenes (en un periodo comprendido
entre 1 a 4 semanas posterior a la fijacion).

Se determiné ademas el nimero de células mononucleadas (N1), binucleadas
(N2) y multinucleadas (Ns) presentes en las muestras, a partir de los cuales se calculd
el indice de proliferacion con bloqueo de citocinesis (IPBC), utilizando la Ecuacién 24:

[(1x Ny)+ (1 x Np)+ (3 x N3)J
numero total de células

IPBC =

(Ec. 24)

Se calcul6 ademas el indice de replicacién (IR), como sigue (Ecuacién 25):

((1 x N3 )+(2 x N3))/(Numero de células tratadas)]
[((1 x N3 )+(2 x N3))/(Numero de células control)]

IR (%) = ! x100 (Ec. 25)

donde el numero de células tratadas corresponde a las células incubadas con las
muestras de los sistemas a evaluar mientras que el numero de células control

corresponde a las células incubadas con el control negativo (medio de cultivo puro). A

168



CAPITULO 4

partir del valor de IR, se determiné el porcentaje de citostasis para cada muestra

mediante la Ecuacion 26:
Citostasis (%) = 100(%) — IR(%) (Ec. 26)
El porcentaje de micronucleos en células binucleadas (MN Bi %) se calcul6 a
partir de la siguiente Ecuacién 27:

MN Bi (%) — Numero total de MN en células binucleadas x 100 (EC. 27)

Numero total de células binucleadas

Para evaluar el aumento de la cantidad de MN con respecto al control, se
calculé el indice Fold como sigue (Ecuacion 28):

MN Bi (%) en células tratadas

MN Bi (%) en células control

Fold =

(Ec. 28)

Este indice representa la cantidad de veces que el compuesto evaluado

aumenté la formacion de MN en comparacion con el control negativo.

6.3.7. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante ANOVA seguido por
analisis de comparacion entre grupos de medias usando la prueba LSD de Fischer con
un nivel de confianza del 95%. Para ello, se utilizé el software StatGraphics Plus 3.0.

6.4.RESULTADOS Y DISCUSION
6.4.1. Grado de PEGilacion por reduccion de grupos amino disponibles
determinados mediante ensayo de OPA

Como se explicé anteriormente, la estrategia de PEGilacién utilizada se basé
en la reaccion entre el grupo imidazol del reactivo mPEG-Im y los grupos amino
disponibles de los residuos de Lys presentes en la superficie proteica, formandose
enlaces uretano. El esquema general de reaccion se muestra en la Figura 61.

" s .
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mMPEG-Im HN_\\ enlace uretano
&N

Figura 61. Esquema de reaccién de mPEG-Im y grupo amino de los residuos de Lys en la
proteina (BSAn) mediante la formacién de un enlace uretano. Elaboracion mediante ChemDraw
Professional (PerkinElmer, 2017).
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Con el objeto de evaluar el grado de reaccion, se determin6 la cantidad de
grupos amino disponibles en los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a tiempo
inicial (ton) y final (tsn) de PEGilacién, mediante el ensayo de OPA. La Tabla 13
resume los resultados obtenidos de la cantidad de grupos amino disponibles
expresados como mmol Lys/mmol vehiculo, en base al PM de cada sistema proteico
(65,5 kDa para BSAn y 440 kDa para BSAnp-70-11).

Tabla 13. Contenido de grupos amino disponibles en BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a tiempo
inicial (ton) y final (toan) de PEGilacion con mPEG-Im de 30 kDa. Los resultados se expresan
como promedio + desvio estandar (n=3). *: diferencia estadisticamente significativa con
respecto al tiempo inicial.

Grupos amino disponibles
Sistema (mmol Lys/mmol sistema)
ton toan
BSAn-Gen 60 + 11 40 £ 1*
BSAnp-70-11-Gen 337 +3 280 + 20*

A tiempo inicial (ton), se observd que el contenido de grupos amino disponibles
en BSAn-Gen fue de 60 + 11 mmol Lys/mmol BSAn, lo cual es consistente con el
hecho de que BSA posee en su secuencia un numero de 59 residuos de Lys [229]. En
base a esto, la nanoparticula BSAnp-70-11, al estar constituida por 7 mondémeros de
BSA, presentaria un total de 413 residuos de Lys. A partir de la Tabla 13 se observo
que el sistema BSAnp-70-11-Gen presentd un contenido de grupos amino disponibles
de 337 £ 3 mmol Lys/mmol sistema a tiempo inicial (ton), lo cual fue aproximadamente 6
veces superior al observado para BSAn, siendo a su vez menor al maximo estimado.
Este comportamiento podria ser atribuido al proceso de desnaturalizacion térmica de
BSA, el cual produciria una mayor exposicion de estos grupos a la vez que ciertos
grupos amino disponibles en BSAn podrian ser ocluidos en el interior de la estructura
de la nanoparticula tras el proceso de agregacion.

A tiempo final (tosn), el contenido de grupos amino libres para ambos sistemas
fue significativamente inferior (p<0,05) en comparacion con el correspondiente al
tiempo inicial (ton), lo que podria poner en evidencia la PEGilacién de los sistemas
(Figura 62). Dicha disminucion parecié depender del estado conformacional de BSA,
siendo ésta superior para el estado nativo (BSAn, con una disminucion del 33%) en
comparacion con la nanoparticula (BSAnp-70-11, con una disminucién del 17%). Esto
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ultimo podria indicar que la PEGilacion podria relacionarse con la existencia de un

mayor impedimento estérico, lo que podria resultar en un menor grado de PEGilacion.

m
[=2]
(=3
-

4
229 ten
g 45 t24h

=

= 30

§25

5 20

o 15 *

10!—:—\
N v

BSAn-Gen BSAnp-70-11-Gen

Grupos amin

Figura 62. Contenido de grupos amino disponibles en BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a tiempo
inicial (ton) y final (t2sn) de conjugacién con mPEG-Im de 30 kDa. *: diferencia estadisticamente
significativa con respecto al tiempo inicial.

6.4.2. Perfil de isoformas de productos de PEGilacion

Con el objeto de separar el mMPEG-Im sin reaccionar y poder analizar el perfil
de isoformas PEGiladas, las muestras se purificaron por cromatografia SEC-FPLC,
recogiéndose fracciones de 1 mL para cada corrida cromatografica. La Figura 63
muestra el cromatograma obtenido para cada sistema a tiempo inicial (ton) y final (t24n)

de reaccion.
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Figura 63. Cromatogramas SEC-FPLC obtenidos para BSAn-Gen (A) y BSAnp-70-11-Gen (B)
a tiempo inicial (ton) y final (tzan) de conjugacion con mPEG-Im de 30 kDa.

A partir de los cromatogramas se observo que BSAn-Gen present6 un pico de
elucion a 14,8 mL a ton (Figura 63A), correspondiente a la proteina nativa sin PEGilar.

A tiempo final (t2sn), se obtuvo un perfil de elucion mas amplio, en un rango de volumen
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de elucion (Ve) comprendido entre 8 y 41 mL, sugiriendo la obtencién de isoformas de

BSAn-Gen-PEG con diferente numero de cadenas de PEG conjugadas.

Por su parte, BSAnp-70-11-Gen (Figura 63B) presenté a ton un perfil de elucién
similar al obtenido previamente en la caracterizacion fisicoquimica de este sistema
(Capitulo 1, seccion 3.4.2.1), presentando dos picos maximos sin resolver
completamente: uno a un Ve de 12,4 mL correspondiente a BSAnp-70-11-Gen y otro a
un Ve de alrededor de 14,3 mL, que corresponderia a los monémeros de BSAn no
agregados durante el proceso de formacién de la nanoparticula. Luego de la
PEGilacion (tzsn), se obtuvo un perfil de elucién mas amplio y desplazado hacia
mayores PM, sugiriendo que los productos de conjugacion estarian conformados por
isoformas PEGiladas BSAnp-70-11-Gen-PEG de distinto PM, probablemente debido a
la union de varias cadenas de PEG. El maximo del pico cromatografico se presentd a
un Ve de 16,6 mL.

Con el objeto de analizar y caracterizar las isoformas PEGiladas, las fracciones
de 1 mL recogidas durante cada corrida cromatografica se mezclaron obteniéndose
diferentes pools. La Figura 64 esquematiza el modo de obtencién de los distintos
pools en cada cromatograma.
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Figura 64. Cromatogramas SEC-FPLC obtenidos para BSAn-Gen ton (A), BSAn-Gen toan (B),
BSAnp-70-11-Gen ton (C) y BSAnp-70-11-Gen t24n (D). En cada uno se sefalan los distintos
pools (P) obtenidos para el andlisis de productos de PEGilacion.
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Las fracciones obtenidas a partir del perfil de elucién de BSAn-Gen a ton
(Figura 64A) se mezclaron y separaron en 2 pools: el primero (P1) conteniendo
agregados de BSAn de mayor PM y el segundo (P2) conteniendo el pico principal de
elucion de BSAn-Gen. Por otro lado, las fracciones obtenidas para BSAn-Gen tosn
(Figura 64B) se mezclaron obteniéndose 3 pools: el primero (P3) conteniendo las
isoformas de BSAn-Gen-PEG con mayor PM; el segundo pool (P4) contendria una
mezcla de BSAn-Gen sin PEGilar e isoformas PEGiladas BSAn-Gen-PEG con PM
similar al de la proteina nativa, y el tercer pool (P5) contendria isoformas BSAn-Gen-
PEG de menor PM. La existencia de un pico de elucibn a menor PM del
correspondiente a la proteina nativa podria explicarse considerando la absorcién a 280
nm del grupo imidazol de mPEG-Im, por lo que P5 podria tratarse de mPEG-Im sin
reaccionar. Por su parte, las fracciones obtenidas para BSAnp-70-11-Gen ton (Figura
64C) se mezclaron separando el pico cromatografico en 2 pools: P6 conteniendo
principalmente BSAnp-70-11-Gen y P7 conteniendo monémeros de BSAn remanentes
del proceso de formacion de las nanoparticulas. Por ultimo, se obtuvieron 3 pools
para BSAnp-70-11-Gen tosn (Figura 64D): P8 contendria las isoformas BSAnp-70-11-
Gen-PEG de mayor PM, P9 contendria BSAnp-70-11-Gen sin PEGilar y algunas
isoformas de PM similar al de la nanoparticula, y P10 contendria isoformas PEGiladas
retrasadas durante la elucién.

Es importante destacar que la cantidad de mPEG-Im presente en el medio tras
la PEGilacion se determin6 mediante la formacién de un complejo con BaCl> y I3” en
las muestras purificadas de BSAn-Gen (P3 y P4) y BSAnp-70-11-Gen (P8 y P9) y se
comparé con la concentracion inicial de mPEG-Im afadida. Para BSAn-Gen, la
concentracion inicial de mPEG-Im fue 2,05 x 10° ug/mL, mientras que la determinacién
de mPEG-Im en la muestra de PEGilacion purificada arrojé una concentracién de 82
ug/mL. Por su parte, al inicio de la PEGilacién la concentraciéon de mPEG-Im en las
muestras de BSAnp-70-11-Gen fue 3,09 x 10* pg/mL, y luego de la PEGilacion y
purificacion se obtuvo una concentracion remanente de mPEG-Im de 0,2 ng/mL. Estos
resultados indicarian que la purificacion de los productos de PEGilacién mediante
SEC-FPLC resultaria en una reduccion de la concentracion de mPEG-Im sin
reaccionar de entre 3 y 4 6rdenes de magnitud, quedando un remanente en las

muestras a una concentracion <100 ug/mL.

6.4.3. Analisis de productos de PEGilacion por SDS-PAGE
Se realizé una corrida electroforética por SDS-PAGE de las muestras sin
purificar y de los pools obtenidos en la purificacion por SEC-FPLC. Las bandas de

proteina se visualizaron mediante coloracién con Coomasie Brillant Blue, mientras que
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para la visualizacion de PEG (tanto libre como unido a los sistemas proteicos) se
utilizé una coloracion con BaCly/ls. La Figura 65 muestra el resultado de la corrida
electroforética de BSAn-Gen a los distintos tiempos de reaccidn (ton y toan).
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Figura 65. Gel SDS-PAGE al 6%p/v acrilamida/bisacrilamida para BSAn-Gen, con tinciéon con
Coomasie Brillant Blue (izquierda) y BaClz/ls” (derecha). 1: BSAn-Gen ton sin purificar, 2: BSAn-
Gen tean sin purificar, 3: P1, 4: P2, 5: P3, 6: P4, 7: P5, 8: marcadores de PM.

En las muestras a ton (calles 1, 3 y 4) se observd una banda de
aproximadamente 60 kDa, que corresponderia a la proteina nativa BSAn. En la calle 2
(a tosn) S€ Observo una banda intensa a mayor PM (>116 kDa) que presentd coloracion
tras la tincién con BaCly/ls, lo cual seria indicio de PEGilacion de BSAn. Las calles 5-7
muestran los productos de PEGilacion de BSAn-Gen tras la purificacion (P3, P4 y P5),
en las que se pudieron distinguir dos bandas tras la tincion con BaCly/ls". La banda de
60 kDa no fue visible al tefir con Coomasie Brillant Blue, por lo que podria tratarse de
mPEG-Im sin reaccionar ya que se conoce que su PM aparente es de
aproximadamente 60 kDa. La otra banda se observé en el rango comprendido entre
los 100 y 116 kDa, y se observo también al tefir con Coomasie Brillant Blue por lo que
se trataria de las isoformas BSAn-Gen-PEG. Estos resultados podrian indicar que la
reaccion de PEGilacidn resulté en isoformas BSAn-Gen-PEG con PM mayores a 100
kDa. Dado que se utilizé un mPEG-Im de 30 kDa, la banda a 100 kDa corresponderia
a isoformas BSAn-Gen-PEG con 1 cadena de PEG por vehiculo, mientras que las
bandas a PM mayores corresponderian a isoformas con mas de 1 cadena de PEG.

Por otro lado, la Figura 66 muestra el resultado de la corrida electroforética
BSAnp-70-11-Gen a los distintos tiempos de reaccion (ton Y taan).
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Figura 66. Gel SDS-PAGE al 6%p/v acrilamida/bisacrilamida para BSAnp-7011-Gen, con
tincién con Coomasie Brillant Blue (izquierda) y BaCl2/Is" (derecha). 1: BSAnp-70-11-Gen ton sin
purificar, 2: BSAn-Gen tean sin purificar, 3: P6, 4: P7, 5: P8, 6: P9, 7: P10, 8: marcadores de PM.

En la calle 1 se observaron 2 bandas para el sistema BSAnp-70-11-Gen a
tiempo inicial (ton): una de ellas a la altura de 60 kDa, que corresponderian a
monomeros de BSAnN, y otra mas amplia, extendiéndose desde los 100 kDa hasta el
principio del gel. Esto podria explicarse considerando que la corrida electroforética se
realizd en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS). Por lo tanto, el
sistema BSAnp-70-11-Gen, con un PM de 440 kDa, se disociaria en sus monémeros
de BSAN (banda a 60 kDa) y agregados de BSAn unidos por puentes disulfuro (banda
a PM superiores a 100 kDa). Tras la PEGilacién (calle 2), se observé una banda de
coloracién intensa de alto PM, que ademas presentd coloracion con BaCly/ls, lo que
cual seria indicio de PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen. Las calles 3 y 4 muestran las
corridas de P6 y P7, observandose las bandas correspondientes a BSAnp-70-11-Gen
y a BSAn, respectivamente. Las calles 5-7 muestran las corridas de P8, P9 y P10,
correspondientes a BSAnp-70-11-Gen tras la PEGilacién y purificacion. En la calle 5
se observd una banda retenida en el inicio de la corrida, que corresponderia a un PM
mayor a 116 kDa. De manera similar, la calle 6 muestra una banda mas amplia desde
100 kDa hacia el inicio de la corrida. En ambas calles, las bandas presentaron
coloracién con BaCly/ls,, por lo que corresponderian a isoformas BSAnp-70-11-Gen-
PEG. En base a estas observaciones, es posible deducir que el pool P8 presentaria
isoformas PEGiladas de BSAnp-70-11-Gen con mayor grado de PEGilacién, mientras
gue P9 presentaria una mezcla de isoformas BSAnp-70-11-Gen con menor numero de
cadenas de PEG unidas y BSAnp-70-11-Gen remanente sin PEGilar. Finalmente, la
calle 7 no presenté bandas apreciables de naturaleza proteica, por lo que las ultimas
fracciones del pico de elucion obtenido por SEC-FPLC (P10) no contendria BSAnp-70-
11-Gen sino probablemente mPEG-Im sin reaccionar. Mas aun, en las calles 2, 5y 6,
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correspondientes a productos de PEGilacion, se observé una banda de coloracion
amarilla (tincién con BaClx/I3) a la altura de 60 kDa, consistente con el PM aparente de
mPEG-Im de 30 kDa sin reaccionar.

6.4.4. Tamaio de particula y potencial { de productos de PEGilacion

Los pools (P1-P10) obtenidos por fraccionamiento mediante SEC-FPLC se
analizaron mediante DLS para evaluar la distribucion de tamafno de particula y
potencial ¢ de los sistemas tras la PEGilacion. Al utilizar un reactivo de mPEG-Im de
alto PM (30 kDa), se esperaria observar cambios apreciables en el tamafo de los
sistemas tras la PEGilacién. La Tabla 14 presenta los resultados de diametro

hidrodindmico (dn) y potencial ¢ obtenido para cada pool.

Tabla 14. Diametro hidrodinamico (dw), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial £ medidos
por DLS para los diferentes pools de BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a ton y toan.

Sistema Pool du (nm) Pdi Potencial ¢ (mV)
9,2 0,2 (42%) _
1 350 +90 (580/0) 0,8 + 0,1 7 +1
BSAn-Gen ton
8,6 £ 0,3 (87%) _
° 550 +3 (11%) | »20+0.08 4,7+0,7
23 +1 (13%) _
° 347 + 6 (86%) 0,7+0,2 6+2
20 + 1 (43%) _
BSAn-Gen toan 4 263+ 1 (54%) 0.93 + 0,03 1807
24 +1 (62%) _
23+ 1 (91%) _
° 316 + 96 (5%) 0,30 +0,09 341
BSAnp-70-11-Gen ton
13,6 + 0,2 (86%) _
7 670 + 129 (100/0) 0,19i0,07 4+1
28 + 0 (61%) _
8 339 + 37 (36%) 0,96 + 0,02 9+1
- 23,8+ 0,5 (73%) _
BSAnp'70'11 Gen t24 h 9 357 + 72 (230/0) 0,3 + 011 2’9 + 0’9
22,1+0,7 (85%) _
10| 479+ 137 (9%) | 023009 5+1

Previo a la PEGilacion (ton), BSAn-Gen presenté un dy de 8,6 £ 0,3 nm (P2),
consistente con lo previamente obtenido (Capitulo 1, seccién 3.4.2.1). El mayor du
obtenido en P1 (9,2 + 0,2 nm) es esperado ya que se trataria de agregados de BSAn.
Por su parte, los valores de du obtenidos para BSAnp-70-11-Gen antes de la
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PEGilacion (P6 y P7, correspondientes a BSAnp-70-11-Gen y monémeros de BSAn
sin agregar) fueron 23 + 1 nm y 13,6 £ 0,2 nm. El mayor valor de dy obtenido para
BSAn en P7 podria explicarse considerando que los picos en el cromatograma SEC-
FPLC no fueron completamente resueltos, por lo que al determinar el dy por DLS se
obtuvo una sobreestimacion del tamarfio de BSAn (13,6 nm en vez de 8,6 nm).

Luego de la PEGilacion (toan), el analisis de los pools de BSAn-Gen (P3, P4 y
P5) mostré la existencia de 2 poblaciones: una con un dy en el rango de 20-24 nm y
otra con un dy comprendido entre 260 y 340 nm. Ademas, se observé una disminucion
del porcentaje en intensidad para la poblacién de mayor tamafo (~ 300 nm) desde P3
a P5, lo que podria indicar que la poblacion de menor tamano (~ 20 nm) también
podria estar presente en P4 y P5 en mayor proporcion. Estas observaciones son
consistentes con los resultados obtenidos por SDS-PAGE e indicarian que la
poblacion de 20 nm podria tratarse de BSAn-Gen sin PEGilar (o con bajo grado de
PEGilacion), mientras que la poblacion de 300 nm se trataria de isoformas de BSAn-
Gen-PEG de mayor PM y, por lo tanto, mayor d.

Por su parte, para el sistema BSAnp-70-11-Gen a taan (P8, P9, y P10) se
observaron 2 poblaciones de diferentes du: una poblacién con du comprendido en el
rango 20-28 nm y otra de mayor tamario con un dy entre 300 y 500 nm. Ademas, se
observé que el porcentaje en intensidad fue siempre mayor para la poblaciéon de
menor tamano, registrdndose un aumento de este porcentaje desde P8 a P10.
Asimismo, el indice de polidispersidad (Pdl) fue mayor en P9 y P10, los cuales
contendrian mayoritariamente BSAn-Gen sin PEGilar. Estos resultados indicarian que,
si bien existe evidencia de PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen, la misma ocurriria en

baja proporcion.

Con respecto a la carga neta superficial, en base a estudios de PEGilacion de
nanoparticulas de BSA realizados previamente [227], la formacion de enlaces uretano
entre los grupos amino en la superficie proteica y el reactivo mPEG-Im, resultaria en
una menor cantidad de cargas positivas, por lo que se esperaria observar un cambio
en el potencial ¢ de los sistemas hacia valores cercanos a 0 0 mas negativos. Sin
embargo, no se observaron diferencias apreciables en los valores de este

parametro para BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen tras la PEGilacién.

En base a los resultados de dy y PM obtenidos, se establecié que las
fracciones purificadas por SEC-FPLC que contendrian la mayor proporcion de
isoformas PEGiladas serian P3 (BSAn-Gen tas) y P8 (BSAnp-70-11-Gen toan). Por lo
tanto, los estudios posteriores se realizaron sobre estas fracciones purificadas, y se
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compararon con P2 (BSAn-Gen ton) y P6 (BSAnp-70-11-Gen ton). La Figura 67
muestra la distribucion de tamafo de particula obtenida por DLS para BSAn-Gen
(Figura 67A) y BSAnp-70-11-Gen (Figura 67B) a ton y toan, luego de la repeticion de la
reaccion de PEGilacion y purificacion por SEC-FPLC. A ton se obtuvo para ambos
sistemas la distribucion de tamafo inicial y a tzsan se observé la aparicién de las dos
poblaciones anteriormente descritas: una a 20 nm y otra de alrededor de 200 nm.
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Figura 67. Distribucién del tamario de particulas basado en intensidad (%) de BSAn-Gen (A) y
BSAnp-70-11-Gen a ton y toan. El inserto muestra la distribucion en volumen.

La Tabla 15 presenta los resultados de du, Pdl y potencial  de los sistemas
antes y después de PEGilar.

Tabla 15. Diametro hidrodinamico (dw), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial £ obtenidos
por DLS para BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a ton y t2an.

Sistema du (nm) Pdl Potencial £ (mV)
BSAn-Gen ton 8,4 £ 0,2 (92%) 0,25 £ 0,02 -6,9+£0,9
17,8 £ 0,7 (27%) i
BSAnN-Gen taan 239 + 4 (72%) 1+0 1,1+0,6
BSAnp-70-11-Gen ton 15,2+ 0,2 (88%) | 0,28 + 0,01 -1,5+£0,9
23+ 1 (43%) i
BSAnp-70-11-Gen taan 260 + 1 (54%) 0,82 £ 0,02 1,9+0,7

Por lo tanto, estos hallazgos pondrian en evidencia que tanto BSAn-Gen como
BSAnp-70-11-Gen fueron modificadas covalentemente por la conjugacion de cadenas
de PEG en las condiciones de reaccion evaluadas (temperatura ambiente, pH 8,5 y
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relacion molar BSA: PEG 1:20). Los productos de PEGilacion consistirian en isoformas
de diferente niumero de cadenas de PEG unidas, lo cual resultaria en una distribucién
de PM y de tamafo amplia. La determinacion del numero de cadenas de PEG
conjugadas deberia ser determinada mediante estudios moleculares posteriores. El dy
de las isoformas de BSAn-Gen-PEG y BSAnp-70-11-Gen-PEG seria de entre 200 y
300 nm.
6.4.5. Morfologia por microscopia de fuerza atomica de nanoparticulas de BSA
PEGiladas

Se estudiaron las caracteristicas morfolégicas de BSAnp-70-11-Gen-PEG por
AFM (Figura 68). Las imagenes topograficas y de fase observadas con un aumento de
1,02 um por 1,02 um (Figura 68A y 68B) mostraron la existencia de particulas de
forma redondeada, rodeadas de una sustancia adherida a la superficie de mica.
Asimismo, se observé una gran heterogeneidad de tamarnos, lo cual es consistente
con el alto valor de Pdl arrojado por DLS.

21 nm

0nm

19 nm

0nm

9.9 nm
0,0 nm

Figura 68. Imagenes AFM topograficas y de fase del sistema BSAnp-70-11-Gen tzan en
distintas zonas y con distintos aumentos (Ay B: 1,02x 1,02 um; CyD: 1,5 umx1,5um; Ey F:
0,50 um x 0,50 pm), a una concentracién proteica de 2,5 x 10-° % p/p.
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Al observar otra zona con un aumento de 1,5 x 1,5 um se distinguieron 3
particulas de forma redondeada (1, 2 y 3 en Figuras 68C y 68D), cuyos valores
medidos de didmetro y altura fueron 352 nm x 17 nm (particula 1), 235 nm x 10 nm
(particula 2) 120 nm x 4 nm (particula 3). Estas observaciones indicarian la existencia
de sistemas BSAnp-70-11-Gen-PEG con un diametro comprendido entre 100 y 300
nm, lo cual seria consistente con los valores de dy obtenidos por DLS. Tal como se
explico anteriormente en el Capitulo 1, las particulas observadas por esta técnica
tienen una relacién didmetro/altura muy alta debido a que durante el secado las
particulas tienden a aplastarse sobre la superficie de mica [145]. Por lo tanto, el du
calculado por DLS no seria consistente con el calculado por AFM. Sin embargo, el
diametro promedio de las particulas observadas por AFM antes de PEGilar (Capitulo
1, seccion 3.4.2.2) se encontr6 dentro del rango 30-50 nm, con una altura promedio
comprendida entre 12 y 35 nm. A partir de estos hallazgos se podria deducir que la
PEGilacion de BSAnp-70-11 resultaria en un aumento de tamarfo del sistema.

Por otro lado, al observar otra zona de la muestra con un aumento de 0,50 x
0,50 um, se pudieron apreciar 4 particulas de diferentes tamafos (1, 2, 3 y 4 en
Figuras 68E y 68F) de entre 80 y 120 nm. De manera similar a lo observado en las
otras imagenes, las particulas se encontraron inmersas en una sustancia y fue posible
distinguir prolongaciones, conectandolas unas con otras. Estas prolongaciones
podrian tratarse de las cadenas de PEG unidas a la superficie de las nanoparticulas.
Las conexiones observadas podrian explicarse considerando que, tras la etapa de
secado, las estructuras de las nanoparticulas PEGiladas colapsarian quedando muy
proximas entre si, lo cual promoveria la interaccion interparticula mediada por las
cadenas de PEG.

A partir de estos resultados se puede deducir que la reaccién de PEGilacion de
BSAnp-70-11-Gen con mPEG-Im en las condiciones evaluadas resultaria en la union
de cadenas de PEG a la superficie de la nanoparticula, lo cual produciria un aumento
del tamafio y PM de la misma. Asimismo, la unién de un ndmero variable de cadenas
de PEG resultaria en un perfil de isoformas BSAnp-70-11-Gen-PEG con una amplia
distribucion de tamano de particula, lo cual se ve reflejado en la heterogeneidad de
tamanos observada por AFM, y el alto Pdl arrojado por DLS.

6.4.6. Propiedades antitumorales in vitro de nanoparticulas de BSA cargadas
con Gen tras la PEGilacion
6.4.6.1. Citotoxicidad frente a células F3lII

Una vez corroborada la existencia de isoformas PEGiladas de BSAn-Gen vy
BSAnp-70-11-Gen, se evalud la conservacién sus propiedades antitumorales frente a
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la linea celular de adenocarcinoma mamario murino F3Il. Para ello, se evalué la
citotoxicidad de BSAn-Gen-PEG y BSAnp-70-11-Gen-PEG (sistemas a tn de
PEGilacién) mediante el ensayo MTT. Se incluyeron los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-
70-11-Gen (a ton) y Gen libre (en DMSO) como controles. Debido a que mediante la
purificacién de las muestras de PEGilacion por SEC-FPLC se obtuvieron sistemas muy
diluidos, los mismos fueron examinados in vitro sin purificar incluyendo un control de
PEG libre (mPEG-Im disuelto en PBS). La Figura 69 muestra las curvas de viabilidad
celular obtenidas tras 72 h de incubacion de las células F3Il con los sistemas bajo

estudio en un rango de concentracion de Gen de 10-200 uM.
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Figura 69. Curvas de viabilidad de células F3II tras su incubacion con los sistemas BSAn-Gen
(A) y BSAnp-70-11-Gen (B) PEGilados y sin PEGilar durante 72 h, incluyendo PEG y Gen libre.

Se observé que todos los sistemas con Gen, tanto PEGilados como sin
PEGilar, produjeron una disminucion de la viabilidad de las ceélulas F3Il a
concentraciones mayores a 10 uM de Gen. Esta disminucién fue progresiva al
aumentar la concentraciéon de Gen, en consistencia con los resultados obtenidos
previamente (Capitulo 3, seccion 5.4.4). En el caso del tratamiento con mPEG-Im libre,
la viabilidad celular se mantuvo aproximadamente constante y cercana al 100%, por lo
que el mPEG-Im remanente tras la PEGilacion no presentaria citotoxicidad en el rango
de concentraciones evaluado. Por lo tanto, la presencia de mPEG-Im libre en las
muestras no tendria influencia sobre la viabilidad celular y la citotoxicidad observada
podria atribuirse directamente a la presencia de Gen.

La Figura 70 muestra los porcentajes de viabilidad celular de los sistemas a
una concentracién final de Gen de 50 uM. A partir de esta grafica se pudo observar
que BSAn-Gen presentd una reduccion de la viabilidad celular ligeramente mayor en
comparacion con BSAn-Gen-PEG. Por su parte, BSAnp-70-11-Gen-PEG present6 una
mayor reduccion de la viabilidad celular en comparacion con BSAnp-70-11-Gen y un
porcentaje de viabilidad celular similar a Gen libre (disuelta en DMSO).
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Figura 70. Porcentaje de viabilidad de células F3Il tras su incubacién con los sistemas BSAn-
Gen y BSAnp-70-11-Gen a ton y tean @ 50 uM Gen, incluyendo controles de mPEG-Im y Gen
libre. La linea punteada senala el 70% de viabilidad celular. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (LSD, p<0,05).

Los datos de las curvas de viabilidad fueron ajustados a un modelo de
dosis-respuesta no lineal (R>0,9), a partir del cual se determind la concentracion de
Gen a la cual cada sistema produjo una reduccion de la viabilidad celular en un 50%
(ICs0). La Tabla 16 presenta los resultados de I1Cso para cada sistema.

Tabla 16. Concentraciéon media inhibitoria maxima (ICso) de BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen a
ton y tean y Gen, sobre células F3Il luego de 72 h de incubacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas (LSD, p<0,05).

Sistema IC5, (um)
BSAn-Gen 23 +3°
BSAn-Gen-PEG 31 +2°
BSAnp-70-11-Gen 43+ 9°
BSAnp-70-11-Gen-PEG 25 + 3%
Gen 22 +2°

Del analisis de la Tabla 16, se tiene que la ICso de Gen sobre células F3Il fue
22+ 2 uM. El sistema BSAn-Gen (sin PEGilar) presenté una ICso similar (23 + 3 uM),

no observandose diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto a Gen
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libre. Luego de la PEGilacion (BSAn-Gen-PEG), se observé un aumento de la 1Cso
hasta 31 £ 2 uM que no fue estadisticamente significativo, lo que podria indicar que la
PEGilacion no tendria influencia sobre la citotoxicidad de Gen unida a BSAn. Por otro
lado, BSAnp-70-11-Gen presentd la ICso mas alta (43 £ 9 uM) en comparacion con los
otros sistemas, observandose una disminucion significativa tras la PEGilacién (BSAnp-
70-11-Gen-PEG) hasta 25 + 3 uM. Este hallazgo podria ser indicio de que la
PEGilacion produciria un mejoramiento de la citotoxicidad de BSAnp-70-11-Gen,
requiriendo una menor concentracion de Gen para producir citotoxicidad celular. En
base a estos resultados, se puede deducir que la PEGilacion de BSAn-Gen con
mPEG-Im no produciria efectos significativos (p<0,05) sobre la viabilidad de las células
F3l1I, mientras que la PEGilacién de BSAnp-70-11-Gen produciria una disminucion de

la concentracion de Gen necesaria para reducir la viabilidad celular hasta un 50%.
6.4.6.2. Induccion de apoptosis sobre células F3lII

Luego de comprobar la actividad citotéxica de los sistemas BSAn-Gen-PEG y
BSAnp-70-11-Gen-PEG, se evalud la induccion de apoptosis en células F3Il a una
concentracion final de Gen de 50 pM. Para ello, las células fueron incubadas con los
sistemas a 37 °C durante 72 h, incluyendo los sistemas sin PEGilar, y los controles de
mPEG-Im y Gen libres (Figura 71).
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Figura 71. Porcentaje de células F3Il en apoptosis temprana (anexina V+/IP-), apoptosis tardia
(anexina V+/IP+) y necroéticas (anexina V-/IP+) analizado por citometria de flujo (A) y porcentaje
de apoptosis total (B). Los resultados se expresan como promedio + desviacidon estandar (n =
3). *diferencia significativa con respecto al nivel basal (p<0,05). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre sistemas (p<0,05).

Tal como se observd a partir de los resultados obtenidos en el capitulo anterior
(Capitulo 3, seccién 5.4.5), el porcentaje de células necréticas fue menor al 5% en
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todos los sistemas evaluados incluyendo Gen libre (Figura 71A), siendo la induccion
de apoptosis el principal mecanismo de muerte celular. A partir de las subpoblaciones
celulares en apoptosis obtenidas para BSAn-Gen, se observo que tras la PEGilacion el
porcentaje de células en apoptosis temprana aumentd, siendo este significativamente
mayor al porcentaje de células en apoptosis tardia. En el caso de BSAnp-70-11-Gen,
no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de células en
apoptosis temprana y tardia antes y después de la PEGilacién, lo que podria sugerir
que la adicién de cadenas de PEG a este sistema no tendria influencia significativa
sobre el mecanismo de apoptosis inducido sobre células F3Il. Por su parte, el control
de mPEG-Im libre mostr6 un porcentaje de apoptosis total inferior al 20%, lo que
confirmaria que el remanente de mPEG-Im no tendria influencia sobre la induccion de
muerte en las células F3Il. Gen libre (en DMSO) indujo apoptosis temprana y tardia en
porcentajes similares a los observados para los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-70-11-
Gen.

Al analizar la gréafica de apoptosis total (Figura 71B), se observé que el tratamiento
de las células con Gen libre (en DMSO) resulté en la induccion de apoptosis total en
un 65%. En el caso de Gen cargada en los sistemas BSAn y BSAnp-70-11, el
porcentaje de apoptosis total fue levemente inferior al producido por Gen libre (56% y
53%, respectivamente), no encontrandose diferencias significativas (p<0,05) en
comparacion con los porcentajes obtenidos para BSAn-Gen-PEG (50%) y BSAnp-70-
11-Gen (55%). Esto podria indicar que la PEGilaciéon no tendria influencia sobre la
induccién de apoptosis de los sistemas.

Con respecto a la morfologia celular, la Figura 72 muestra los cambios
morfolégicos producidos sobre las células F3Il tras su incubacion con los sistemas
BSAn-Gen, BSAnp-70-11-Gen antes y después de PEGilar, en comparacién con los
controles. De manera similar a lo observado previamente (Capitulo 3, seccion 5.4.5),
las células tratadas con los sistemas cargados con Gen presentaron una morfologia
mas alargada [198] mientras que el control de mPEG-Im no produjo cambios
morfologicos sobre las células. Ademas, se pudo corroborar que las células tratadas
con Gen libre y vehiculizada en los sistemas de BSA mostraron una menor densidad

celular.
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.

Figura 72. Morfologia de células F3Il tratadas con los diferentes sistemas. A: medio, B:
peréxido (control +), C: Gen, D: mPEG-Im, E: BSAn-Gen, F: BSAn-Gen-PEG, G: BSAnp-70-11-
Gen, H: BSAnp-70-11-Gen-PEG.
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6.4.6.3. Genotoxicidad sobre células F3Il mediante el ensayo de micronucleos

Por dltimo, se evalu6 el efecto genotdxico de los sistemas BSAn-Gen y BSAnp-
70-11-Gen antes y después de PEGilar, mediante el ensayo de MN sobre células F3II.
Se incluyeron Gen y PEG libre, un control negativo (medio de cultivo) y un control
positivo que consistié en colchicina (Col) 0,6 ug/mL cuya actividad genotoxica fue
comprobada previamente [241]. Las células F3Il se incubaron con diluciones de las
muestras a una concentracion final de Gen de 10 uM, correspondiente a una viabilidad
celular del 50% segun el ensayo MTT. La Figura 73 presenta los graficos del
porcentaje de MN en células binucleadas (%MN Bi) y el indice Fold para cada sistema
evaluado. A partir del grafico se pudo observar que los sistemas BSAn-Gen y Gen (10
uM Gen) indujeron significativamente (p<0,05) la formacion de MN en células F3Il. Por
su parte, Col (control positivo) presentd un %MN Bi similar, no encontrandose
diferencias significativas en comparacién con BSAn-Gen y Gen libre.
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Figura 73. Graficos del porcentaje de MN en células binucleadas (% MN Bi) y valores de Fold
obtenidos al tratar las células F3Il con los diferentes sistemas BSAn-Gen, BSAnp-70-11 y
controles. Los gréaficos de barras muestran el porcentaje de MN expresado como promedio *
desvio estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (LSD,
p<0,05).

Los resultados obtenidos de %MN Bi y Fold se detallan en la Tabla 17. En
base a estos resultados, se determin6 que BSAn-Gen a 10 uM Gen produjo un
incremento de alrededor de 11 veces la cantidad de micronlcleos (5% de células
micronucleadas). En comparacion, los sistemas BSAn-Gen-PEG, BSAnp-70-11-Gen y
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BSAnp-70-11-Gen-PEG (10 uM Gen) produjeron un incremento de menor magnitud,
de entre 2 y 4 veces la cantidad de MN (1,1-2,0% de células micronucleadas). Por su
parte, Gen a 10 uM (en DMSOQO) presenté la mayor actividad genotoxica, induciendo un
aumento de alrededor de 16 veces la cantidad de MN (7% de células micronucleadas),

similar a Col.

Tabla 17. Porcentaje de MN en células binucleadas (% MN Bi) obtenidos al tratar las células
F3Il con los diferentes sistemas (10 uM Gen) expresado como promedio + desvio estandar
(n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (LSD, p<0,05). Se
incluyen los valores del indice Fold para cada sistema.

Sistema MN (%) Fold
BSANn-Gen 5+1° 10,7
BSAn-Gen-PEG 1,4+0,6 2.9
BSAnp-70-11-Gen 1,1+£1,2° 2,4
BSAnp-70-11-Gen-PEG 20+0,8° 4,2
Gen 7 +4° 15,6
PEG 0,3+0,1° 0,6
Col (Control +) 7+12 14,5
Medio (Control -) 0,5+0,4° 0,5

En base a estos hallazgos, podria inferirse que la PEGilacion de BSAn-Gen
reduciria su potencial genotéxico. Por su parte, el sistema BSAnp-70-11-Gen no
presentaria genotoxicidad significativa (p<0,05) en comparacion con el control
negativo, y la PEGilacion no tendria un efecto significativo sobre su capacidad de
inducir la formaciéon de MN sobre células F3Il. Adicionalmente, la Figura 74 muestra
las imagenes obtenidas de los nucleos de las células F3ll tratadas con los diferentes
sistemas, en los que se pudo observar una mayor frecuencia de aparicién de MN en
las células tratadas con BSAn-Gen, Gen y Col. En las imagenes se pudo comprobar el
bloqueo de la citocinesis, resultando en células binucleadas. Al respecto, el indice
IPBC obtenido fue > 2 para todas las muestras mientras que el IR fue mayor al 98%.
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BSAn-Gen BSAn-Gen-PEG

BSAnp-70-11-Gen BSAnp-70-11-Gen-PEG

Col (Control +) Control -

Figura 74. Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de las células F3ll tratadas
con los diferentes sistemas y controles. Las flechas rojas sefialan los microntcleos formados.
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Teniendo en cuenta el tamano y PM, estos resultados podrian indicar que los
sistemas de menor tamano (Gen libre y BSAn-Gen) producirian una mayor
genotoxicidad, derivando en una mayor formacion de MN. Esta observacion podria
explicarse considerando que la genotoxicidad de un compuesto implica que el mismo
debe producir un dafno a nivel de ADN o de las proteinas involucradas en su
replicacién o reparacion [244]. Por lo tanto, el agente genotéxico debe poder no sélo
internalizarse en la célula, sino también ejercer su accién en el nucleo celular de
manera directa o indirecta. En base a esto, el menor tamafio de BSAn-Gen y Gen

favoreceria su internalizacion y acceso al nacleo.

Por otro lado, la actividad genotéxica de los sistemas de BSAn estaria asociada
a la presencia de Gen. Estudios previos han reportado que el mecanismo de
genotoxicidad de Gen involucraria la inhibicion de la enzima topoisomerasa |l [245].
Esta enzima es responsable de realizar cortes en ambas hebras del ADN
cromosOmico, con el objeto de aliviar tensiones de torsibn en la estructura
superenrollada. Por lo tanto, si se producen fallos en su actividad, estos podrian
derivar en la ruptura del ADN generando fragmentos cromosomicos y, en
consecuencia, la formacion de MN. En este sentido, Gen seria un agente clastogénico
[246] y, por lo tanto, una mayor disponibilidad de Gen en el sitio de accién produciria
una mayor formacién de MN.

A partir de estos resultados, y en comparacion con los obtenidos en el estudio
de apoptosis, se puede deducir que la vehiculizacion de Gen en sistemas de menor
tamaro (BSAn) promoveria su accién a nivel nuclear en células F3ll. La PEGilacién de
BSAn-Gen reduciria su capacidad de ejercer genotoxicidad, lo cual estaria asociado al
aumento de tamario del sistema, impidiendo su acceso al sitio target. Por su parte, la
vehiculizacién de Gen en BSAnp-70-11 desfavoreceria su accion genotdxica, por lo
que la citotoxicidad ejercida sobre células F3Il seria principalmente debida a la
induccion de apoptosis. La misma podria ser iniciada por mecanismos a nivel de la

membrana celular o a nivel citoplasmatico.

6.5.CONCLUSION PARCIAL

En el presente capitulo se estudid la PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen,
utilizando un derivado reactivo mPEG-Im de 30 kDa, y se compar6 con la PEGilacion
de BSANn-Gen en las mismas condiciones. En las condiciones de reaccion evaluadas
(temperatura ambiente, pH 8,5 y relacion molar BSA: PEG 1:20), se obtuvo una
reduccion del contenido de grupos amino disponibles tras 24 h de reaccién tanto en
BSAn-Gen como en BSAnp-70-11-Gen, lo cual evidencié la PEGilacion de ambos
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sistemas. Se observd que la disminucion fue mayor en BSAn (33%) en comparacion
con BSAnp-70-11 (17%) por lo que el grado de PEGilacién dependeria del estado
conformacional de la proteina, estando favorecida en el estado nativo sin agregar

debido a un menor impedimento estérico.

A partir del andlisis de PM y du de los productos de PEGilacién, se observo en
general un aumento del tamafo y PM de los sistemas tras la conjugaciéon. En base a
estos resultados, la reaccién de PEGilaciéon produciria un perfil de isoformas BSAn-
Gen-PEG y BSAnp-70-11-Gen donde cada mondmero de BSAn presentaria un PM
mayor a 100 kDa. Por DLS se determind que BSAn-Gen-PEG presentd dos
poblaciones de diferente du, una de alrededor de 20 nm y otra de 200-300 nm, Por su
parte, BSAnp-70-11-Gen-PEG present6 una poblacion con dy comprendido en el
rango 20-28 nm y otra de mayor tamafno con un dy entre 300 y 500 nm. Con respecto
a la carga neta superficial, no se observaron diferencias apreciables en los valores de
potencial { de BSAn-Gen y BSAnp-70-11-Gen tras la PEGilacion, por lo que, en las
condiciones de fuerza i6nica y pH evaluados, la PEGilacién no produciria cambios
significativos en la carga superficial de los sistemas. Estos hallazgos fueron
consistentes con lo observado por AFM para BSAnp-70-11-Gen-PEG, evidenciando
particulas redondeadas de tamano heterogéneo, unidas por prolongaciones que
podrian tratarse de las cadenas de PEG unidas a la superficie de la nanoparticula.

Con el objeto de evaluar las propiedades antitumorales de los sistemas luego
de la PEGilacion, se estudi6 el efecto citotéxico de BSAnp-70-11-Gen-PEG sobre
células de adenocarcinoma de mama murino F3Il, y se compar6 con el sistema sin
PEGilar, y con BSAn-Gen y Gen. Los resultados obtenidos permitieron deducir que la
PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen produciria una disminucion de la concentracion de
Gen necesaria para reducir la viabilidad celular hasta un 50%, con un valor de ICso de
25 + 3 uM, similar al correspondiente a Gen libre (22 + 2 uM). Por su parte, la
PEGilacion de BSAn-Gen con mPEG-Im no produciria efectos significativos (p<0,05)
sobre la viabilidad de las células F3Il, presentando un valor de I1Cso de 31 £ 2 uM. El
principal mecanismo de citotoxicidad de los sistemas PEGilados fue la induccién de
apoptosis, presentando porcentajes de apoptosis total del 50% (BSAn-Gen-PEG) y
55% (BSAnp-70-11-Gen-PEG), ligeramente inferiores al correspondiente a Gen (65%).
Estos porcentajes fueron comparables a los obtenidos para los sistemas sin PEGilar,
por lo que se pudo deducir que la PEGilacién no tendria influencia significativa sobre la
induccion de apoptosis de los sistemas. Adicionalmente, se observo por microscopia

que las células tratadas con los sistemas con Gen presentaron una morfologia mas
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alargada, consistente con los cambios morfolégicos inducidos por Gen previamente

discutidos.

Por ultimo, se evalué la genotoxicidad de los sistemas mediante el estudio de la
formacion de MN. BSAnp-70-11-Gen-PEG produjo un incremento de 4 veces la
formacion de MN en células binucleadas, con un porcentaje de MN de 2,0 + 0,8% a
una concentraciéon de Gen de 10 uM. El porcentaje de MN fue comparable al obtenido
para el sistema sin PEGilar, por lo que la PEGilaciébn no tendria influencia en la
genotoxicidad de la nanoparticula. En contraposicion, BSAn-Gen indujo la formacién
de MN en un mayor porcentaje en forma previa a la PEGilacion (5 £ 1 %), en
comparacion con BSAn-Gen-PEG (1,4 £ 0,6 %). Por su parte, Gen a 10 uM (en
DMSO) produjo la mayor actividad genotoxica, aumentando 16 veces la cantidad de
micronucleos (7% de células micronucleadas), comparable con el control positivo de
colchicina. Por lo tanto, la vehiculizacion de Gen en sistemas de menor tamafio
(BSANn) promoveria su accién a nivel del nucleo celular en células F3Il. La PEGilacién
de BSAn-Gen reduciria su actividad genotéxica, debido a un aumento de tamafno del
sistema, lo que impediria su internalizaciébn y acceso al nucleo. Por su parte, la
citotoxicidad de BSAnp-70-11-Gen-PEG ejercida sobre células F3Il seria
principalmente debida a la muerte celular por apoptosis, que podria ser activada por

mecanismos a nivel de la membrana celular o a nivel citoplasmatico.

A partir de estos resultados, es posible concluir que la PEGilacion de las
nanoparticulas de BSA obtenidas por tratamiento térmico constituiria un mejoramiento
de la actividad citotéxica del compuesto bioactivo vehiculizado, permitiendo conservar
sus propiedades antitumorales in vitro. La adicién de cadenas de PEG haria factible la
administracion de los sistemas por via parenteral para su aplicacidén en terapias contra
el cancer, en términos de una potencial evasion de la respuesta inmune contra

potenciales epitopes antigénicos en la superficie de la nanoparticula.
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CONCLUSION

En la presente tesis doctoral se logré reunir conocimientos, desde un punto de
vista basico y aplicado, para la obtencion y caracterizacion estructural de
nanocomplejos formados por albuminas y compuestos lipofilicos flavonoides para ser

utilizados como potenciales agentes antitumorales.

Mediante un tratamiento térmico controlado se obtuvieron diferentes sistemas de
nanoparticulas (BSAnp), formadas mediante un proceso de agregacion térmica de
monémeros de BSAn. A partir de diferentes combinaciones temperatura-pH se
obtuvieron distintos sistemas: BSAnp-70-9 (por tratamiento a 70°C y pH 9,0), BSAnp-
70-11 (70°C y pH 11,0), BSAnp-85-9 (85°C y pH 9,0) y BSAnp-85-11 (85°C y pH 11,0).
En condiciones de pH fisioldégico (pH 7,4) los sistemas presentaron forma esférica y
diferentes du en el rango de 14-28 nm, PM en el rango de 400-1.000 kDa y potenciales
¢ cercanos a —-10,0 mV. Se determind que la concentracién de BSAn mas adecuada
para la obtencién de BSAnp fue 4,0% p/p y que las condiciones de pH y temperatura
de tratamiento influyeron en el tamano y PM de las BSAnp obtenidas. A la mayor
temperatura de tratamiento (85°C) se produjo la agregacion de una mayor cantidad de
mondmeros, obteniéndose BSAnp de du y PM mayores (19-25 nm y 600-1.000 kDa)
en comparacion con los sistemas obtenidos a 70°C (13-15 nm, 400-600 kDa). A una
misma temperatura de tratamiento, las BSAnp producidas a pH mas elevado (11,0)
fueron de menor tamafno en comparacién con las obtenidas a pH 9,0. Por lo tanto, en
las condiciones de pH evaluadas, BSAn se encontraria en un estado parcialmente
desplegado con mayor exposicion de sitios hidrofébicos, por lo que al aumentar la
temperatura por encima de su Ty (65°C) se produciria la agregacion térmica. Al
proceso de agregacion se le opondria la repulsion electrostatica entre monémeros de
BSAnN, resultando en nanoparticulas de menor tamafno a mayor pH del medio.

Luego, se estudié la vehiculizacion de la flavona Cris en los diferentes sistemas
BSAnp obtenidos. Las BSAnp fueron cargadas con Cris empleando una técnica
antisolvente y la union fue corroborada y caracterizada a través de técnicas
espectroscopicas. Se estimd que un numero comprendido entre 10 y 237 moléculas de
Cris se unieron a BSAnp con una constante de afinidad del orden de 10® M. Los
sistemas BSAnp cargados con Cris fueron caracterizados y se observé que la
inclusion de Cris no produjo cambios notables en el tamaro y potencial { de BSAnp.
Se determiné la eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad de carga (LC) de Ciris,
observandose una correlacion entre el tamafo de BSAnp y la cantidad de Cris
incorporada. La EE de Cris en BSAnp fue de 44-84%, representando una LC en el
rango de 2,1-6,9 ug Cris/mg proteina. En comparacién con BSAn, la incorporaciéon de

Cris en BSAnp fue mayor. Por lo tanto, los sistemas con mayor nimero de monémeros
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de BSAn asociados presentaron mayor tamano y consecuentemente mayor nimero de

sitios de union de Cris, lo cual resulté en una mayor EE y LC.

Posteriormente, se obtuvieron polvos liofilizados de los sistemas BSAnp cargados
con Cris. Las caracteristicas fisicoquimicas de BSAnp (tamafio, potencial ¢,
propiedades térmicas) fueron conservadas luego de la reconstitucion de los polvos en
medio acuoso, observandose en algunos casos un aumento de tamano de particula
promedio debido a la presencia de Cris libre en la formulacion. Con respecto a la carga
de Cris, la EE y LC aumentaron en los sistemas BSAnp de menor tamarno, sugiriendo
que el proceso de liofilizacion mejoraria la asociaciéon de Cris a estos sistemas. Por lo
tanto, la liofilizacién permitiria obtener una formulacion estable de BSAnp, permitiendo
recuperar las nanoparticulas con sus caracteristicas iniciales luego de la reconstitucion
del polvo. Luego, se evaluaron las propiedades antitumorales in vitro de los polvos
reconstituidos sobre lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231),
observandose que todos los sistemas produjeron una reduccién de la viabilidad celular
en ambas lineas celulares, incluso sin carga de Cris, lo cual sugirié que BSAnp posee
una citotoxicidad intrinseca sobre estas lineas celulares. La carga de Cris aument6 la
citotoxicidad de BSAnp, no observandose efectos citotéxicos en BSAn-Cris, lo cual
indicaria que la carga de la flavona en las nanoparticulas resultaria en mayores
efectos citotdéxicos en comparacién con la proteina nativa. El sistema que present6
mayor actividad citotoxica fue BSAnp-70-11, seguido por BSAnp-70-9, y los
mecanismos de muerte celular incluirian procesos de apoptosis y necrosis. Ademas,
se aplicé un protocolo estatico de digestién gastrointestinal in vitro sobre BSAnp-70-
11-Cris y se observé una degradacién de las nanoparticulas, mientras que la liberacién
gastrointestinal de Cris fue de ~14%, sugiriendo que la vehiculizacion de Cris en
BSAnp-70-11 aumentaria su permanencia en el tracto gastrointestinal.

Por otro lado, se evalud la vehiculizacion de la isoflavona Gen en los sistemas
BSAnp que presentaron mayor citotoxicidad sobre células de CM al ser cargados con
Cris: BSAnp-70-9 y BSAnp-70-11. La interaccién entre BSAnp y Gen fue evaluada
mediante técnicas espectroscépicas, y se observo que la inclusién de Gen en BSAnp
ocurriria mediante la formacion de complejos produciendo el apagamiento de la
fluorescencia del Trp212 y cambios conformacionales en la proteina. En comparacion
con el complejo BSAnp-Cris, Gen se uniria a una mayor cantidad de sitios en BSAnp
(286-336) que Cris, con una constante de afinidad en el mismo orden (10® M™).
Ademas, Cris y Gen presentarian diferentes modos de union a BSAnp, llegando a una
saturacién al alcanzar una relacién molar de flavonoide: BSAnp de 13:1. Mediante

mediciones de turbidez se determind que la carga de Gen se encontraria favorecida en
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vehiculos de mayor tamano. La EE para Gen en BSAnp fue de entre 24-26% con una
LC de alrededor de 2,1 ug de Gen/mg de proteina, siendo menor a la obtenida para la
carga de Cris en BSAnp. En base a estos resultados, se concluyé que la carga de
flavonoides (o solubilizacién) en BSAnp seria mas eficiente en comparacién con BSAn,
y estaria influenciada por el tamano de la nanoparticula y la estructura quimica de los
flavonoides. En forma similar a lo realizado con Cris, se obtuvieron polvos liofilizados
de BSAnp cargados con Gen y se corroboré su adecuada reconstitucion en medio
acuoso, conservandose el tamafo de particula y potencial { de los sistemas.
Nuevamente, se observd una mayor EE y LC de Gen en los sistemas tras la
liofilizacion (hasta 86-88% y 11,2-11,4 ug Gen/mg proteina). La actividad citotdxica de
los polvos fue evaluada in vitro sobre un modelo murino de células de CM (F3II) a fin
de examinar sus potenciales propiedades antitumorales y se encontré que BSAnp-70-
9-Gen y BSAnp-70-11-Gen redujeron la viabilidad celular de F3Il en un 60%, no
observandose diferencias significativas entre ellos. Esta reduccion fue mayor con
respecto a la producida por BSAn-Gen (50%), lo que confirmé la hipétesis de que
BSAnp serian vehiculos méas eficientes que la proteina nativa. Ademas, el efecto
citotéxico de Gen seria mayor al ser vehiculizada en BSAnp de menor tamano (13-15
nm), lo que sugeriria que el complejo BSAnp-Gen seria internalizado en la célula
mediante algun mecanismo de endocitosis. El principal mecanismo de muerte celular
identificado para los sistemas BSAnp cargados con Gen fue la induccién de apoptosis.
Adicionalmente, se observé una alteracién de la morfologia celular en F3Il tras su
incubacién con los sistemas con Gen, lo cual podria modificar sus propiedades de
adhesion y su potencial de invasion.

Por dltimo, se estudio la modificacion superficial del sistema BSAnp-70-11 cargado
con Gen mediante la adicion de cadenas de PEG de 30 kDa, y se compard con la
PEGilacion de BSAn-Gen. En las condiciones evaluadas (pH 8,5, temperatura 20-25,
relacion molar BSA: PEG 1:20, 24 h) se logr6 la PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen
mediante la reaccion entre el grupo imidazol del reactivo mPEG-Im y los grupos amino
disponibles en los residuos de Lys presentes en la superficie proteica, disminuyendo el
contenido de grupos amino disponibles en un 17%. Esta disminucién fue mayor en
BSAnN (33%) en comparacion con BSAnp-70-11 lo que sugirié que la PEGilacion se
encontraria favorecida en BSAn debido probablemente a que el monémero nativo sin
agregar presentaria un menor impedimento estérico. La PEGilacién de BSAnp-70-11-
Gen resultaria en un perfil de isoformas BSAnp-70-11-Gen-PEG, de forma redondeada
y tamano heterogéneo. La unién de cadenas de PEG a BSAnp produjo un aumento del

du, no observandose efectos sobre el potencial { de los sistemas. Las isoformas
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PEGiladas mostraron una distribucion de tamario de particulas bimodal, donde una
poblacién tendria un du comprendido en el rango 20-28 nm y otra con un du mayor, de
entre 300 y 500 nm. Luego, se evaluaron las propiedades antitumorales de los
sistemas sobre células F3Il y se observé que la PEGilacién produciria un
mejoramiento en términos de citotoxicidad en BSAnp-70-11-Gen, ya que se requeriria
una menor concentracién de Gen para producir citotoxicidad celular, presentando una
ICso de 25 uM. Se evaluaron dos mecanismos de citotoxicidad de los sistemas:
induccion de apoptosis y formacion de MN (genotoxicidad). En base a estos
resultados, se observé que la PEGilacién no afectaria a la induccion de apoptosis
sobre células F3Il, mientras que disminuiria la genotoxicidad de los sistemas,
resultando en una menor induccion de la formacién de MN (2%, representando un
aumento de 4 veces con respecto a las células sin tratar). La adicion de cadenas de
PEG es relevante ya que haria factible la administracion de los sistemas por via
parenteral, dado que permitiria evadir el reconocimiento de potenciales epitopes

antigénicos por parte del sistema inmune.

En sintesis, todos estos hallazgos permitirian el desarrollo de formulaciones de
nanoparticulas de albuminas obtenidas por tratamiento térmico controlado, con
propiedades que presentan ventajas en cuanto a estabilidad, proteccion del
compuesto activo encapsulado, y conservacién de las propiedades biolégicas. Estos
sistemas presentan versatilidad para encapsular compuestos lipofilicos como
flavonoides, lo que permitiria aumentar su solubilidad en medio acuoso y mejorar su
biodisponibilidad, para su potencial uso en formulaciones farmacéuticas y como
nanosuplementos para la prevencion y/o tratamiento del cancer. Mediante la
PEGilacion de estos sistemas podria ser factible la administracién de la formulacién
por via parenteral, luego de la realizacién de los ensayos inmunolégicos y preclinicos
correspondientes. En vistas de que las nanoparticulas presentaron una retencion de
flavonoide al ser sometidas a digestion gastrointestinal in vitro, podrian ademas ser

utilizadas en una formulacién de administracién oral.
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8.1.Efecto del DMSO sobre la emision de fluorescencia intrinseca de
BSAn

En la siguiente figura se observa el efecto del agregado de DMSO sobre los
espectros de emisién de fluorescencia intrinseca (A) y extrinseca (B) de BSAn.
Condiciones: BSAn 0,01% p/p con y sin la adicién de DMSO hasta una concentracion
de 2,5% v/v. Dado que no se observaron cambios en los espectros, se concluy6 que el
agregado de DMSO en la concentracion del ensayo (2,5 % v/v) no tendria efecto sobre
la emisién de fluorescencia del Trp y de ANS.
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8.2.Solapamiento de espectros de emision de fluorescencia de BSAn y
absorcion de Cris
La siguiente figura muestra el solapamiento entre el espectro de emision de
fluorescencia intrinseca de BSAn y el espectro de absorcion de Cris. La concentracion
de BSAn fue 0,01 % p/p (en PBS pH 7,4) mientras que la de Cris fue 40 Mm (en
DMSO).
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8.3.Estudio del solapamiento de espectros de emision de fluorescencia
de BSAn y absorcion de Gen
La siguiente figura muestra la ausencia del solapamiento entre el espectro de
emision de fluorescencia intrinseca de BSAn (0,01 % p/p en PBS pH 7,4) y el espectro
de absorciébn de Gen en DMSO a la menor concentracion (40 pM) y mayor
concentracion (140 uM) evaluadas.
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8.4.Espectros de absorcion de BSAnp, Gen y del complejo BSAnp-Gen

En la siguiente figura se muestra el solapamiento entre los espectros de
absorcion del sistema de nanoparticulas BSAnp-70-9 (BSAnp) libre, Gen libre (en
DMSO) y del complejo entre ambos (BSAnp-Gen). La concentracién proteica fue de
0,01 %p/p (en PBS pH 7,4) y la de Gen fue de 140 uM (en DMSO).
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8.5. Distribuciéon de tamafo de particula de BSAn y BSAnp cargados con
Gen antes y después de liofilizar
La siguiente figura muestra las distribuciones de tamano de particula basados
en intensidad (PSD;) (A) y en volumen (PSD,) (B) de los sistemas BSAn-Gen, BSAnp-
70-9-Gen y BSAnp-70-11-Gen antes de liofilizar (a.L.) y después de la liofilizacion y
reconstitucion del polvo (d.L.).
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8.6.Ensayos previos de PEGilacion de BSAnp a diferentes condiciones de
pH y relacién molar BSAnp: PEG
En esta seccién se describen los resultados obtenidos en un ensayo de
PEGilacion de BSAnp-70-11 cargada con Gen, utilizando un mPEG éster de 30 kDa.
Estos ensayos permitieron seleccionar condiciones de pH y r.m. adecuadas para la
PEGilacion con mPEG-Im de 30 kDa.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del contenido de
grupos amino disponibles de BSAnp-70-11-Gen antes (ton) y después (tsn) de la
PEGilacion con mPEG éster de 30 kDa, determinado por el ensayo de OPA. La
PEGilacion se llevd a cabo a temperatura ambiente (20-25°C) durante 6 h. La
concentracion de proteina fue de 20 mg/mL, en solucién reguladora del pH borato 0,1
M (V= 5 mL) a distintas condiciones de pH (8,0 y 8,5), con el agregado de mPEG
hasta dos relaciones molares (r.m.) BSAnp:PEG distintas (1:5 y 1:10). Los resultados
de la determinacion se expresan en mmol Lys/mmol nanoparticula, considerando un
peso molecular de 440 kDa para la nanoparticula (promedio + desviacion estandar de
2 repeticiones). A tiempo inicial (ton), N0 se observaron cambios en el contenido de
grupos amino disponibles a las distintas condiciones de pH evaluadas. Luego de la
PEGilacion, se obtuvo una reduccién del contenido de grupos amino disponibles (3%),
no observandose diferencias a los distintos pH y r.m. evaluados.
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Condiciones PEGilacion pH 8,0 pH 8,5

ton 284 +13 | 288+ 16
ten; r.m. 1:5 278 +£47 | 277 £13
ten; r.m. 1:10 274 +£8 | 274 £13

La siguiente figura muestra el gel SDS-PAGE obtenido de las muestras de
PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen con mPEG éster de 30 kDa, en las condiciones
anteriormente detalladas. 1: ton, pH 8,0; 2: ten, pH 8,0 r.m. 1:5; 3: ten, pH 8,0 r.m. 1:10;
4: ton pH 8,5; 5: ten pH 8,5 r.m. 1:5; 6: ten pH 8,5 r.m. 1:10. lzquierda: coloracién con
Coomasie Brillant Blue (visualizacion de proteina). lzquierda: coloracion con BaCly/ls

(visualizacion de PEG). En las calles 2, 3, 5 y 6 se observaron bandas que revelan la

existencia de isoformas PEGiladas, por lo que las condiciones evaluadas resultaron en

la PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen.

Ty~ 3 - i A 6

116 kDa

97 kDa

53 kDa

37 kDa

MM 1

En la siguiente figura se observan las PSD; y PSD, determinadas por DLS de
los productos de PEGilacion de BSAnp-70-11-Gen con mPEG éster de 30 kDa a
distintas r.m. (1:5 y 1:10) y condiciones de pH: 8,0 (A) y 8,5 (B). A partir de estas
curvas, se pudo observar que la PEGilacién resulté en un aumento del du de BSAnp-

70-11-Gen.
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La siguiente tabla detalla los valores de du, indice de polidispersidad (Pdl) y
potencial £ obtenidos mediante DLS de las distintas muestras de PEGilacion
la PEGilacién result6 en dos poblaciones de
nanoparticulas de diferente dH: una de alrededor de 9 nm y otra de alrededor de 40
nm. A la mayor r.m. evaluada (1:10) se observé un aumento del dH y del porcentaje en
intensidad que representa dicha poblacion, por lo que la PEGilacién se encontraria

evaluadas. Se observd que

favorecida a una mayor r.m. Con respecto al pH, no se observaron diferencias en los
dH obtenidos a pH 8,0 y pH 8,5. Ademas, a una r.m. de 1:10, el potencial ¢ presentd

valores mas positivos luego de la PEGilacion, lo que sugiere que a mayor cantidad de

mPEG, la PEGilacién ocurriria en mayor grado.

CPoEngiilc;girgis dx (nm) Pdl | Potencial £ (mV)
ton pH 8,0 paq ygom (71 (/2)2 o | 072 13,8405
ton pH 8,5 11217 ; fonr’]“m(?gx)) 0,27 12,7 40,8
ton pH 8,0 r.m. 1:5 33 nm ?;?ﬁ]:@o) 0.9 1242
ton pH 8,5 r.m. 1:5 398”nr?nii37”n”rl]((4255ﬁ2) 0.4 4242
ton pH 8,0 .m. 1:10 492”%1139””%((5”42522) 0,34 78405
tnpH85rm. 1:10 | MM ?O”rr:‘”f?zi;/z)o) 0,33 82407
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