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Resumen

Las nanoparticulas por su tamafio son especies que tienen la capacidad de
penetrar en células de una manera eficiente por lo que son muy utiles como
transportadores para mejorar la entrega de farmacos. Asimismo, las
nanoparticulas de oro pueden absorber y disipar la energia de manera local de
modo tal que al ser irradiadas a una longitud de onda cercana a la resonancia de
plasmon superficial, pueden provocar la liberacion controlada de moléculas
transportadas unidas a su superficie. De esta manera es posible producir una
liberacion espacial y temporalmente controlada de un farmaco en el organismo
aumentando la selectividad de la accidon y reduciendo los efectos secundarios.
Asimismo, es posible emplear las nanoparticulas de oro como vectores para la
entrega de agentes antitumorales. De esta manera a una misma nanoparticula
se le puede unir un agente antitumoral y una molécula que reconozca algun
receptor que se sobre exprese en una célula tumoral de manera tal de producir
un direccionamiento selectivo.

Uno de los grandes desafios en nanomedicina es el direccionamiento de las
nanoparticulas hacia los blancos especificos como es el caso de las células
tumorales. Para lograr dirigir selectivamente las nanoparticulas se emplean
péptidos que se unen covalentemente a las nanoparticulas.

Esta unidad de investigacion se ha centrado en la sintesis de los péptidos Raf y
Bombesina y en la estabilidad de nanoparticulas de oro (AuNP) conjugadas con
el péptido Rafcomo posible uso en terapia del cancer.Este péptido analogo de
Raf cumple lafuncionde antitumoral y el otro es el péptido analogo de la
Bombesina que reconoce el receptor de Bombesina el cual se sobre expresa en
células tumorales. El péptido Raf se conjugd a nanoparticulas de oro de 9 nm.
Para aplicaciones biologicas, las nanoparticulas de oro tienen que estar
recubiertas con estabilizantes polares como el Polietilenglicol (PEG) que
aumenten la solubilidad acuosa estabilizando también a las particulas coloidales

por interacciones electroestaticas evitando asi la agregacion de nanoparticulas.
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Es asi que en este trabajo, se obtuvieron nanoparticulas de oro de 9 nm que se
multifuncionalizaron con un polietilenglicol bifuncional que contiene en un
extremo un grupo tiol y en el otro un grupo carboxilo (HS-PEG-COOH). Una vez
obtenidas las nanoparticulas peguiladas se realizé la conjugacion con el péptido
Raf. Posteriormente, se evaluo la estabilidad del conjugado de nanoparticula con

el péptido antitumoral en tampon PBS.
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l.Introducciéon

1.1 Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas de metales nobles y mas especificamente, las nanoparticulas
de oro (AuNP), exhiben excelentes propiedades fisicas, quimicas y biolbgicas,
que son intrinsecas a su tamafio nanométrico.'En nanomedicina, una aplicacion
importante es la utilizacion de AuNPlas cuales pueden absorber radiacion
electromagnética y disiparla localmente, principalmente en forma de calor,
permitiendo asi la destruccién selectiva de células malignas o de agregados
toxicos proteicos, esto sin afectar tejidos aledafios sanos?. La capacidad de
interaccion de las AuNPcon la radiacion electromagnética se debe a la presencia
de electrones en la superficie de las mismas, los cuales dependiendo de la
longitud de onda incidente producen el fendmeno denominado resonancia de
plasmon superficial (SPR), el cual depende del tamafio, forma y composicion de
la NP (Figura 1).

H

ll‘i

hv

Figura 1:El efecto fototérmico en las AuNP. Luego de ser irradiada (por radiacion visible o infrarroja,
dependiendo de la banda plasmadnica de la nanoparticula), la AuNP absorbe luz (izquierda). La absorcion
de energia lleva a que se produzca una transicién electronica de los electrones de superficie, desde un
estado basal (So), a un estado excitado (S1). La energia es disipada a zonas contiguas a la nanoestructura
en forma de calor en todas direcciones (derecha)®.

Asimismo, mediante la absorcion y disipacion de la energia es posible producir
la liberacion de compuestos con actividad farmacolégica en un sitio y en un
momento determinado, controlando asi la entrega del medicamento de manera
tal de evitar efectos inespecificos en el organismo. Las AuNP permiten también

la deteccion de tumores, ya sea actuando como medio de contraste, o bien,
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generando fendmenos de dispersion de la luz, dada su capacidad de interaccion
con la radiacion electromagnética. De esta manera, las AuNP pueden ser
empleadas para la denominada “teranosis” que consiste en el diagnostico y la
terapia en un mismo procedimiento. Ademas la multifuncionalizacion de
nanoparticulas con diferentes tipos de moléculas permite cumplir diferentes

funciones, como reconocimiento y liberacion de un determinado medicamento. 4

1.2 Sintesis de nanoparticulas de oro.

En esta unidad de investigacion se utilizé el método de sintesis de nanoparticulas
de oro esféricas(AuNP-e) basado en la reduccién quimica de unasal de oro. En
este método se utiliza como precursor HAUCI4 y citrato trisédico como agente
reductor y estabilizante de las nanoparticulas. Como el citrato cumple todas estas
funciones, se utiliza en un gran exceso.

Durante la reaccion, el citrato se oxida a acido acetondicarboxilico, sufriendo la
pérdida del carboxilo adyacente al hidroxilo a través de una descarboxilacion. El
acido clorhidrico proveniente del precursor es neutralizado por uno de los grupos
carboxilicos del citrato. En tanto, el Au*® se reduce a oro metalico (Au°); las
fuerzas de atraccion de van der Waals predominan, agregandose atomo con
atomo en un proceso de nucleacion, o formacion de nanocristales de oro
(nanoparticulas).

Por otra parte, se ha descrito que parte de los &tomos de Au*® no se reducen
completamente, sino a un estado de oxidacion intermedio (Au*). Estos atomos de
Au* se disponen sobre la superficie de la nanoparticula, la cual adquiere una
carga superficial positiva. Esta carga atrae electrostaticamente moléculas de
citrato, las que terminan por adsorberse sobre la superficie de la nanoparticula
(Figura 2). Dos de los grupos carboxilicos del citrato contrarrestan las cargas
positivas superficiales; la restante queda expuesta hacia afuera. Las particulas
finalmente presentan una carga negativa, y la repulsion electrostatica se hace
suficiente para contrarrestar las interacciones atractivas de van der Waals. Esto

explica por qué el tamafio de los cristales es controlado, quedando como
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nanoparticulas. Evidencia de esta explicacion puede encontrarse en el trabajo de
Li y colaboradores.®

HAUC|4 Citratode sodio . . NPAU
Temperatura

Atomo de oro

Centrotedrico de nucleacion

Figura 2: Centro tedrico de nucleacion sobre el cual se adsorberian los &tomos de oro para dar origen a
las AuNP-e.

1.3 Estabilidad de las AuNP

En un sistema coloidal las AuNP corresponden a la fase dispersa y el medio
liquido en las que se mantienen, es la fase dispersante. Las caracteristicas de
las dispersiones de las AuNP son las de un coloide liofobo o liofébico. Esto
significa que la dispersion es termodinamicamente inestable, a diferencia de lo
gue ocurre en un coloide liofilico donde la dispersion es mas estable que los
componentes. Esto significa que, eventualmente, se observara separacion de las
fases, es decir, las AUNP se agregaran o coagularan. Sin embargo, la velocidad

de separacién de las fases puede ser infinitamente lenta.

1.4 Potencial Zeta
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En general, las particulas dispersas en un sistema acuoso adquieren una carga
superficial. En el caso de las AuNP esto estd dado por los atomos de oro (l)
residuales que se encuentran en la superficie y por la adsorcion del citrato,
confiriendo a las AuNP una carga resultante negativa.®

La carga intrinseca de la particula méas los iones fijos adsorbidos conforman lo
gue se conoce como la doble capa eléctrica. El espesor de esta capa es la
longitud de apantallamiento de Debye (k). Las cargas que quedan por dentro de
esta longitud no ejercen fuerza efectiva, fenémeno denominado apantallamiento.
Las cargas superficiales modifican la distribucién de los iones circundantes, o
gue resulta en una zona alrededor de la particula que es eléctricamente diferente
al seno de la solucion (Figura 3). Esta zona puede dividirse en dos partes: la capa
interior adherida fuertemente a la particula, y que se desplaza junto con la
particula, llamada capa de Stern, y una region exterior, que se hace difusa a
medida que aumenta la distancia desde la superficie. En esta region existe una
frontera conceptual, mas alla de la cual los iones no se mueven junto con la
particula. Esta frontera se conoce como plano de deslizamiento o plano de corte
hidrodinamico (hydrodynamicshear plane).

El potencial zeta () es el potencial eléctrico en el plano de corte, y por lo general
se expresa en milivoltios (mV). Es una medida de la magnitud de la repulsion o

atraccion eléctrica entre las particulas que componen el coloide.
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Figura 3: Potencial Zeta. El plano de corte esta representado por el circulogris, y la letra C. La linea roja
representa el radio de la particula. Sobre lalinea verde, K es la longitud de Debye, y el potencial zeta es

el potencialeléctrico a la distancia C.

Su medicion confirma el mecanismo de estabilizacion de un coloide, sea
electrostatico o estérico, al tiempo que es clave para el control electrostatico de
una dispersion coloidal. Un potencial zeta de gran magnitud se correlaciona con
una alta estabilidad coloidal; las particulas con un alto potencial zeta, ya sea

positivo o negativo, se repeleran unas con otras.

1.5 Plasmodn de Superficie

Las disoluciones coloidales de NPs principalmente de oro, plata y cobre han
llamado la atencién desde hace muchos siglos debido al intenso color que éstas
presentan. Esta propiedad ha sido estudiada por muchos cientificos y fue Gustav
Mie quien resolviendo las ecuaciones de Maxwell, con las adecuadas
condiciones limites para esferas, atribuyé este color a la interaccién de estas NPs
con la radiacion electromagnética.”?®

Al interaccionar las nanoparticulas metalicas con un campo electromagnético se
genera una oscilaciéon (misma frecuencia) entre los electrones de la banda de

conduccion del metal y la radiacion electromagnética incidente (Figura 4). Esta
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oscilacién es conocida como resonancia de plasmén de superficie (RPS) y
genera una intensa banda de absorcion detectable mediante espectroscopia UV-

visible, en la zona del visible.

¢4

Absorbancia
2 & € ¢

£

- Au e te—

R
Longitud de onda (nm)

Figura 4: Esquema de la interaccion de la radiacién electromagnética con las NPAu. a) Un dipolo oscila en
fase con el campo eléctrico de la luz incidente. b) Banda de absorcion en ~520 nm como consecuencia de
la oscilacion del dipolo.

Como se observa en la figura 4, al interaccionar un campo electromagnético con
la nanoparticula, esta ultima se polariza generando oscilaciones del tipo dipolar
y/o multipolar. EI maximo de absorbancia del RPS es dependiente del tamafio de
la nanoparticula. Asi, en nanoparticulas con diametros mayores a 20 nm la
contribucion de modos de mayor orden (dipolo, cuadrupolo, etc.) generan un
desplazamiento batocrémico de la banda de absorcion esto debido a que las
nanoparticulas de mayor tamafio no pueden polarizarse homogéneamente. Para
este tipo de nanoparticulas el fendbmeno de dispersion comienza a ser importante
dentro del fendmeno global de extincion de la luz.™

Para las AUNP de diametro menor a 20 nm solo las contribuciones de los modos
dipolares afectan al fenémeno de extincion'. En este caso, el maximo de
absorbancia también se ve afectado por el tamafio de la nanoparticula. A medida
gue disminuye el tamafio de la nanoparticula la absorcion de la RPS sufre un
desplazamiento hipsocrémico.

La RPS, depende de la forma de las nanoparticulas, del tamafio, de la
composicion del metal del cual estan formadas y también de las propiedades del

medio que las rodea.
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Es importante destacar que la dispersion en el tamafio de las particulas reales
(en oposicion a las calculadas) produce un ensanchamiento en la banda de

absorcion al visible.

1.6  Plasmdn Superficial y Espectroscopia UV-vis

Entre las técnicas mas utilizadas para caracterizar a las AUNP se encuentra la
espectrofotometria UV visible, la cual brinda informacion sobre la concentracion,
el tamafio y homogeneidad del tamafio de las particulas, comparando la radiacion
luminosa absorbida o transmitida por una solucion de AuNP respecto de un
blanco. De este modo, la concentracién se relaciona con la absorbancia en el
pico maximo de absorcidn, el tamafio con la posicion del pico respecto al eje x
correspondiente a la longitud de onda, mientras que la homogeneidad (tamafo
de las NP) con el ancho de la sefal. Los coloides de oro, los cuales se
caracterizan por su intenso color rojo, absorben luz en la region verde-azul del
espectro.® Esta absorcion depende de ciertos factores como el tamario de las
AuUNP, su estado de agregacion y de la frecuencia de RPS, caracteristico de las
particulas metalicas."” De esta manera las AUNP de 10 nm absorben a los 520

nm de longitud de onda.’?

1.7 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) para la caracterizacion de
nanoparticulas

La dispersion dindmica de la luz (DLS) (DLS; del inglésDynamic light scattering)
es una técnica utilizada para medir el tamafio de las particulas (Figurab), por lo
general, en la regidén sub-micrométrica. La DLS mide el movimiento browniano
relacionandose el mismo con el tamafio de las particulas determindndose la
dispersion de la luz por la interaccion de la misma con las particulas. El
movimiento browniano, es el movimiento aleatorio de las particulas debido a los
choques dados por las moléculas del solvente que las rodean. Normalmente, la
DLS tiene que ver con la medicion de las particulas suspendidas en un liquido.

Cuanto mas grande sea la particula, mas lento serd el movimiento browniano.
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Las particulas mas pequefas son “chocadas” por las moléculas de disolvente y
se mueven con mayor rapidez. La velocidad del movimiento browniano se define
por una propiedad conocida como el coeficiente de difusién (D) siendo necesario

conocer la viscosidad de la muestra.

Diametro hidrodinamico

Figura 5: Representacion del didametro de una nanoparticula metélica.

1.8 Péptidos sintéticos comoagentes terapéuticos

En sentido quimico, los péptidosson compuestos formados por unidades
monomericas llamadas aminoacidos, los cuales se unen entre si mediante un
enlace amidico, mas conocido como peptidico. Estos aminoacidos son insolubles
en disolventes no polares, pero muy solubles en agua. Existen 20 tipos de
aminoacidos diferentes que son los que forman las proteinas. Todos ellos tienen
como base estructural un grupo carboxilico(-COOH) y un grupo amino (-NHz2)
unidos al mismo atomo de carbono denominado a, al cual también estan unidos
un hidrégeno y una cadena lateral especifica, la que les confiere sus propiedades
guimicas particulares a cada aminoécido.

Los avances recientes en la proteGmica asi como el desarrollo de metodologias
de sintesis quimica de péptidos han acelerado el descubrimiento de nuevos
compuestos peptidicosque se han convertido en agentes terapéuticos.'34

Los péptidospresentan determinadas caracteristicas que los aventaja respecto a
otros productos terapéuticos.'®Por su tamario, estos tienen mejor capacidad para
llegar a los tumores y érganos que las proteinas recombinantes y anticuerpos

debido a su menor tamafio.'®'® Si se comparan con moléculas organicas
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pequefias que se emplean como medicamentos convencionales, los péptidos
generalmente presentan mayor eficacia, selectividad y especificidad (baja union
inespecifica a estructuras moleculares diferentes a sus blancos moleculares), ya
que pueden corresponder a una pequeiia region funcional deuna proteina.'”®
Los productos de degradacidén son aminoacidos u otros péptidos mas pequefios,
por lo que minimiza el riesgo de toxicidad sistematica por interaccion farmaco-
farmaco'. Ademas, se acumulan poco en los tejidos y 6rganos debido a los
cortos tiempos de vida media, lo cual evita el riesgo de complicaciones debido a
sus metabolitos.?? La mayoria de los péptidos terapéuticos se derivan de péptidos
naturales y son agonistas de receptores?'por lo que se requiere poca cantidad y
menores dosis de péptido agonista para activar el receptor de interés.

Sin embargo, los péptidos presentan desventajas para su uso como productos
terapéuticos?® 2°debido a la baja biodisponibilidad oral. Determinada por sus
propiedades fisico-quimicas y la baja estabilidad metabdlica, o que hace
necesario su administracion parenteral. Estos tienen un tiempo de vida media
corta debido a que son rapidamente degradados por enzimas del sistema
digestivo o del plasma sanguineo y son rapidamente eliminadas por el higado y
los rifiones. También presentan poca capacidad para atravesar las barreras
fisioloégicas debido a su hidrofilicidad y alta flexibilidad conformacional, lo que
afecta su actividad bioldgica in vivo®.

Generalmente, es necesario modificar quimicamente la estructura del péptido
para obtener variantes optimizadas con propiedades terapéuticas mejoradas. La
estrategia de optimizacion de un péptido terapéutico se basa en estudios
cuantitativos de la relacion estructura—actividad de los péptidos modificados con
el objetivo de mejorar su biodisponibilidad, reducir la eliminacion por el higado y
los rifiones y, aumentar la resistencia a la biodegradacion e incrementar la

selectividad o la afinidad por su receptor o blanco biol6gico?°.

La baja estabilidad metabdlica de los péptidos se ha solucionado con el desarrollo
de varias estrategias que los hacen menos sensibles a la degradacion enzimatica

en fluidos bioldgicos.?® Entre las estrategias mas utilizadas se encuentran la
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introduccion de D-amino&cidos'?, la reduccion del enlace amida??, la introduccién
de amino&cidos impedidos estéricamente que hacen menos flexible el péptido??;
y la unién covalentemente al PEG (Peguilacion) *34'y a nanoparticulas. Esta

ultima estrategia ha sido utilizada en el presente trabajo.

1.8.1 Uso del analogo peptidico de Raf como agente antitumoral para la

terapia de cancer.

Un péptido empleado como agente antitumoral para una potencial terapia de
cancer es el denominado péptido analogo de Raf (GISNGFGFK). Este péptido
inhibe la proliferacion celular impidiendo la interaccion entre Rb y Raf-1. Este
analogo de Raf esta formado por los 9 aminoacidos pertenecientes al sitio de

interaccion entre Raf-1y la proteina Rb*.

1.8.2 Uso de biomoléculas para el direccionamiento selectivo de las

nanoparticulas hacia las células tumorales.

Para lograr que una nanoparticula llegue selectivamente hacia un blanco
terapéutico, se pueden emplear diversas biomoléculas que pueden unirse a
receptores que se encuentran sobre expresados en células tumorales. Uno de
estos receptores es el de la Bombesina (BN) de secuencia CQWAVGHLM del
cual hay estudios que avalan la sobreexpresion de éste en células tumorales, por
ejemplo, en cancer de prostata. Sobre este conocimiento de sobreexpresion, se
han disefiado sistemas compuestos por nanoparticulas de oro funcionalizadas
con péptidos analogos a BN. Se comprobé que dichos sistemas aumentaban la
especificidad en cuanto al reconocimiento e internalizacion de las NPs en células
tumorales, por sobre las células control. Es mas, se han construido ligandos

hibridos que en su estructura llevan unidos péptidos agonistas y antagonistas
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para el receptor BN, demostrando obtener una tasa aumentada de ingreso a las
células, ademas de incrementar el tiempo de retencién de las estructuras al

interior celular.546

1.9 Sintesis Quimica de Péptidos. Principios generales

Actualmente, la eleccién para la obtencién de péptidos entre 5 y 50 aminoacidos
es la sintesis quimica**#344ya sea en fase soélida?® o en fase liquida® o mediante
una combinaciéon de la dos estrategias?. La industria farmacéutica ha podido
satisfacer la creciente demanda de las moléculas gracias al surgimiento de la
sintesis de péptidos en fase solida (SPPS, del inglés: Solid phase peptide
synthesis) ?° y al desarrollo acelerado de los métodos de sintesis quimica.

Antes del surgimiento de la SPPS, los péptidos se sintetizaban por métodos
clasicos en disolucion, lo que permitia la obtencion de grandes cantidades de
péptidos con alta pureza, pero dichos métodos eran tediosos, lentos, y requerian
de una alta especializacion. Se necesitaba la purificacion y la caracterizacion de
cada intermediario peptidico protegido, lo cual se hacia muy engorroso y dificil
debido a la baja solubilidad que presentan estos fragmentos?’. La introduccion
de la SPPS en 1963 por Merrifield B.?° revolucioné el campo de la quimica de
péptidos y de sus aplicaciones. Con esta metodologia y su automatizacion, el
tiempo requerido para la sintesis de péptidos disminuyd considerablemente. La
SPPS consiste en acoplar covalentemente el aminoacido correspondiente al
extremo C terminal de la secuencia a un soporte insoluble y alargar la cadena
péptidos desde este residuo-soporte por incorporacion de los restantes
aminoacidos a través de pasos sucesivos de acoplamiento del aminoacido
protegido y desproteccion del grupo a-amino. En la Figura 6 se presenta el
esquema general empleado para la SPPS. Se utiliza un sistema de proteccién de
los grupos reactivos de los aminoacidos para lograr alta especificidad en la
sintesis. Se emplea una proteccion temporal para el grupo a-amino, la que se

elimina en cada paso de desproteccion y una proteccidon permanente para los
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grupos reactivos de las cadenas laterales de los aminoacidos, la cual se elimina
al final de la sintesis. El empleo de un exceso de reactivos garantiza la alta
eficiencia de cada reaccion, los reactivos no consumidos se eliminan facilmente
mediante procesos de lavados Yy filtraciones al vacio?®. Cuando se completa la
secuencia peptidica, los grupos protectores de las cadenas laterales se eliminan
y el péptido se separa del soporte sélido (proceso de desanclaje). Existen dos
métodos generales para la SPPS, la sintesis por pasos (Figura 6) y la sintesis
convergente?®. La sintesis por pasos es el método mas eficiente para obtener
péptidos que no excedan los 40 residuos. La sintesis convergente se utiliza para
obtener péptidos mas largos.'%?’

Solid Phase Peptide Synthesis Scheme
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Figura 6: Esquema general de sintesis de péptidos en fase sdlida.

1.9.1 Metodologiade Sintesis de Péptidos en Fase Solida. Esquemas
de Proteccion.

La seleccion del grupo protector del a-amino (N®) de los amino&cidos (proteccién
temporal) determina la seleccion de los grupos protectores de las cadenas
laterales (proteccion permanente) asi como del espaciador y del enlace a la
resina. En la actualidad existen varios grupos N®protectores, los mas populares
son elgrupo tert-butiloxicarbonilo (Boc) que eslabil en medio acido y el grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) que es labil en medio basico (Figura 7)

(0] O N
J "
+ &
H
— \ ~ J
Boc Fmoc

Figura 7:Gruposmas utilizados para la proteccion temporal del grupo a-amino.

Boc (grupo tert-butiloxicarbonilo) y Fmoc (fuorenilmetiloxicarbonilo).

Existen dos quimicas generales de sintesis, la quimica conocida como Boc-
Bencilo (Boc/Bzl)?%?7 y la quimica Fmoc-tert-butilo (Fmoc/tBu) 3033, En este

trabajo se ha utilizado esta ultima estrategia.

1.9.2 Quimica Fmoc/tBu
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La quimica Fmoc/tBu emergié como el ejemplo de un esquema de proteccion
ortogonal donde la eliminacion de los grupos protectores se logra en orden
diferente y por diferentes mecanismos.?® La quimica Fmoc estandar es
ortogonal en dos dimensiones: eliminacion del grupo Fmoc por una base y
desproteccion de las cadenas laterales/separacion delpéptido de la resina por
aciddlisis. La ortogonalidad puede extenderse a tres o cuatro dimensiones
(Figura 8), al usar grupos protectores mas especializados y espaciadores que
se eliminen con el empleo de Pd° luz ultravioleta, tioles, iones metalicos,
hidracina u otros mecanismos®'3?2. Debido a los que los esquemas
ortogonales permiten la eliminacion independiente de los grupos protectores,
es posible la sintesis de moléculas mas complejas?®®. Los esquemas
ortogonales de proteccidon son menos agresivos, ya que basa la desproteccion

selectiva en mecanismos alternativos, en lugar de velocidades de reaccién®®
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Figura 8: Esquema ortogonal triple representativo para la quimica Fmoc/tBu con el uso de una resina tipo
BAL (del inglés: Backbone amide linker). Las flechas sefialan los sitios de corte de la piperidina, el TFA'y
el Pd® para eliminar las protecciones temporales y permanentes introducidas durante la SPPS.
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En la quimica Fmoc/tBu, el grupo protector N*-Fmoc se elimina eficientemente
por tratamiento con aminas secundarias, pero también se pueden emplear
aminas primarias o terciarias. La mas empleada es una disolucion entre 20-50%
de piperidina en dimetilformamida (DMF) o una disolucién de 2% de 1,8-
diazabiciclo (5,4,0)undec-7-eno (DBU) en DMF con 2% de piperidina33. En la
proteccion de las cadenas laterales de los aminoacidos se utiliza
fundamentalmente grupos del tipo tert-butilo (uretano, éster y éter). También se
emplea el grupo tritilo (Trt), el 2,2,5,7-pentametilcroman-6-sulfonilo (Pme), 2,4,6-
trimetoxibencilo (Tmob) y otros grupos protectores especificos?®. La eliminacion
de todos estos grupos se realiza con TFA en presencia de agentes nucleofilicos
adecuados que capturan carbocationes que se generan. No es necesario el uso
de acidos fuertes como el HF liquido, ya que el tratamiento con TFA es suficiente
para eliminar los grupos protectores y separar el péptido del soporte solido.
Existen otros grupos protectores, como el Acm (acetamidometilo) y el
aliloxicarbonil (Alloc) que son compatibles con la técnica Fmoc, pero son estables
a las condiciones del desanclaje y pueden ser eliminados antes o después del
desanclaje®'. El Alloc se elimina mediante una reaccién de transferencia del

grupo alilo a un nucledfilo catalizado por Pd°.

1.9.3 El soporte sélido

Las ventajas fundamentales de la SPPS respecto a la sintesis en disolucidn estan
dadas por la presencia de un soporte polimérico insoluble, el cual permite la facil
separacion de los solventes y reactivos por simples procesos de filtracion o
centrifugacion. Para que un soporte sélido sea util en la SPPS debe ser inerte a
todos los reactivos y disolventes utilizados en la sintesis, debe tener alta
capacidad de hinchamiento, ser altamente poroso y debe ser posible su
modificacion quimica, de forma tal que el aminoacido correspondiente al extremo
carboxilo del péptido pueda acoplarse al soporte por un enlace covalente. Desde
la introduccion del soporte de poliestireno entrecruzado con 2% divinilbenceno,
se han desarrollado una gran variedad de soportes solidos que han tenido

impacto en la sintesis de secuencias peptidicas complejas y en desarrollo de la
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guimica combinatoria y la sintesis organica en fase sélida. Los soportes “tipo gel”,
tales como las resinas de PS, las resinas de poliacriamida y las resinas basadas
en PEG, son los mas empleados para la SPPS. Se caracterizan por tener los
grupos funcionales uniformemente distribuidos a través de la red polimérica lo
cual es importante para la sintesis de péptidos. El nivel de funcionalizacién del
soporte puede ajustarse para lograr buena eficiencia en la sintesis y alto
rendimiento final del péptido. La red polimérica es flexible y se puede expandir o
contraer y acomodar el péptido en crecimiento dentro del gel. Se han propuesto
y evaluado otros tipos de soportes, tales como fibras de celulosa (algodén y
papel), PSaltamente poroso, vidrio de poro controlado y silica, pero su aplicacion
en la SPPS no se ha generalizado.
1.9.4Resinas de poliestireno

Los soportes soélidos basados en poliestireno (PS), (Figura 9) son los mas
utilizados en la SPPS. Son resinas sintéticas preparadas por copolimerizacion
de estireno con 1-2% de divinilbenceno. Estas resinas tienen una alta
estabilidad mecanica y se hinchan en disolventes no polares como tolueno y
DCM. Ademas, pueden incluir una gran variedad de grupos funcionales.
Tienen suficiente estabilidad mecanica para permitir la rapida filtracion al
vacio. Se pueden obtener con un grado de sustitucién de 0.3 a 1.2 mmol de

grupos funcionales/g de resina?’.
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Figura 9: Resinas de PS mas empleadas en SPPS (a) Resina BHA, (c,d) Resina Rinkamida, (e) Resina
PAL, (f) Resina de Merrifield, (g) Resina PAM, (h,i) Resinas tipo Wang, (j)Resina CI-Tritilo, (k)Resina
Rink.

La resina Cloruro de 2-clorotritilo es una resina de poliestireno. Esideal para
péptidos con el C-terminal acido. Se puede utilizar ademas para anclar
imidazoles, alcoholes, fenoles, aminas, PEG-amino, hidroxilaminas. La
incorporacion del primer aminoacido se produce por sustitucion nucleofilica lo
gue minimiza la racemizacion y la formacién de DKP(Diketopiperazina). En este

trabajo se ha utilizado esta resina para la sintesis de los péptidos. (Figura 10)

T

Figura 10: Resina de Cloruro de 2-cloraotritilo

c
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1.9.5 Ensamblaje de la Secuencia peptidica. Acoplamiento del primer
aminoécido al soporte sélido. Espaciadores

La union entre el péptido y la resina debe ser estable frente a los tratamientos
para eliminar el grupo N°%-protector y para acoplar el aminoacido en cada ciclo de
sintesis, pero a su vez debe tener una labilidad tal que permita la separacion final
del péptido sin que dafe la secuencia aminoacidica?’. El acoplamiento
generalmente se logra mediante un enlace éster o amida entre el aminoacidodel
extremo C de la secuencia y la resina, de manera que permita la liberacién del
péptido con su extremo C en forma de acido o de amida. El procedimiento mas
simple es acoplar el primer aminoacido directamente al soporte solido
funcionalizado o a través de un espaciador. Los espaciadores son compuestos
bifuncionales que aportan mayor flexibilidad y amplian el rango de aplicacion de
las resinas a nuevas reacciones y disolventes. Pueden disefiarse de forma tal,
gue modifiquen las propiedades de la union péptido-resina, la cual puede hacerse
mas o menos labil a los reactivos en dependencia del tipo de sintesis que se va
a desarrollar. Entre los espaciadores mas utilizados se encuentran los de tipo
BAL, el AM [acido 4-(2,4-dimetoxibencidril) fenoxiacético] y el PAL [acido 5-(4-

aminometil-3,5-dimetoxifenoxi) pentanoico]?’.

1.9.6Métodos de acoplamiento

Los métodos de acoplamiento han tenido un desarrollo acelerado debido a la
necesidad de preparar secuencias largas o incorporar aminoacidos no-naturales
impedidos estéricamente?’3!, Las técnicas de acoplamiento deben ser eficientes
y confiables. Se debe mantener la integridad conformacional cuando el
componente carboxilico contenga un centro quiral en la posicién alfa. Existen dos
clases de técnicas de acoplamientos, una que requiere de la activacion in situ del
acido carboxilico y la que emplea una especie activada que ha sido previamente

preparada, aislada, purificada y caracterizada.
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1.9.7Carbodiimidas

Las carbodiimidas (Figura 11) fueron los reactivos de acoplamiento mas
utilizados hasta mediados de los afios 80. La N,N"-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
(Figura 11a) se emplea principalmente en la quimica Boc/Bzl. La N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC) (Figura 11b) se utiliza tanto en la quimica Boc/BzI
como Fmoc/tBu. Para la sintesis en disolucion se emplea la carbodiimida soluble
l-etil-3- (3'-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Figura 11c) cuya urea es
soluble en mezclas de disolventes acuosos.

O_N=C=N_<:> >—N=C=N{ H—E*\/\/N=C=N—/
H
a b

cr c

Figura 11: Estructuras de las carbodiimidas mas utilizadas en sintesis de péptidos. (a) N,N -
diciclohexilcarbodiimida (DCC), (b) N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), (c) I-etil-3-(3"-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC).

El mecanismo de activacion con carbodiimida es complejo y extremadamente

dependiente del disolvente empleado (Figura 12). El primer paso consiste en la
transferencia de un proton, seguido por la adicion del acido carboxilico para
formar la O-acilisourea (Figura 12-1).Este es un intermediario muy reactivo que
ataca al grupo amino del aminoacido para formar la amida correspondiente.
Ademas, puede experimentar un reordenamiento para dar la N-acilurea (Figura
12-2), la cual es inactiva, o atacar a otro acido carboxilico para formar el anhidrido
simétrico (Figura 12-3). La O-acilisourea reactiva puede enolizarse o puede
formar la 5(4H)-oxazolona por una ciclizacién intramolecular (Figura 12-4), lo que
provoca la pérdida de quiralidad. La 5(4H)- oxazolona sdlo se forma si existe un

enlace amida vecino al grupo carboxilico activado.
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Figura 12: Mecanismo de formacién del enlace amida mediante la activacién por carbodiimidas. (1) O-
acilisourea, (2) N-acilurea, (3) anhidrido simétrico, (4) 5(4H)-oxazolona, (5) éster activo.

Muchas de las reacciones colaterales que ocurren cuando la activacion se realiza
solamente con carbodiimidas se pueden evitar con la introduccion de derivados
de la hidroxilamina (R'R'NOH) en la mezcla de reaccion. Estos compuestos
interceptan los intermediarios muy reactivos de O-acilisourea, formando un
agente acilante menos reactivo y mas estable (Figura 2-5), pero que es

suficientemente potente para permitir la rapida formacion del enlace amida?’.

1.9.8 Caracterizacion de Péptidos Sintéticos

La metodologia mas empleada para determinar la pureza de los péptidos
sintéticos es RP-HPLC en columnas con matriz de fase reversa C18, aunque
también se pueden emplear la cromatografia de intercambio ibnico, la
cromatografia de exclusion molecular y la electroforesis capilar.

La identidad de los péptidos sintéticos se determina por espectrometria de masas
(MS, del Inglés: Mass spectrometry). Los métodos de ionizacién que mas se han
empleado para la caracterizacion de los péptidos sintéticos son la ionizacién por

bombardeo con atomos rapidos (FAB, del Inglés: Fast atom bombardment), la
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ionizacién por electronebulizacion (ESI, del Inglés: Electrospray ionization) vy el
MALDI. ElI empleo del espectrometro de masa (MS) permite ademas la
identificacion de las impurezas peptidicas que se generan durante la sintesis, ya
sea la presencia de péptidos truncados, péptidos a los que les falta uno o varios
aminoacidos, péptidos protegidos que se obtienen por un proceso ineficiente de
desanclaje y las modificaciones debidas a reacciones colaterales. Esta técnica
es imprescindible para corroborar la ocurrencia de las modificaciones que se
introducen de manera intencional en un péptido sintético con el objetivo de

mejorar sus propiedades bioldgicas.

1.9.9 Purificacion de péptidos sintéticos

La metodologia generalizada para la purificacion de los péptidos sintéticos es
RP-HPLC en columnas con matriz de fase reversa C8 y C18. En el proceso de
purificacion se emplean gradientes ascendentes del disolvente organico
(acetonitrilo o isopropanol) en la fase movil, lo que permite una eficiente
separacion del péptido y sus impurezas. Se emplean acidos como formadores de
pares iénicos, como el TFA, el acido heptafluorbutirico y el acido acético, cuya

principal funcién es formar un par iénico con los grupos amino

del péptido lo que mejora la resolucién y evita la interaccion inespecifica con los

grupos silanoles de la matriz cromatografica.

1.10Conjugaciénde péptidos a Polietilenglicol (PEG)

La peguilaciéon es una tecnologia bien establecida para transformar proteinas,
péptidos, oligonucledtidos y moléculas mas pequefias en compuestos con
propiedades farmacoldgicas mejoradas respecto a la molécula sin modificar. La
peguilacion es un proceso por el cual una o mas moléculas de PEG activado

reaccionan quimicamente con una biomolécula, para producir una nueva entidad
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molecular con mejoradas propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas’.
Las biomoléculas modificadas con PEG muestran un incremento de la estabilidad
y solubilidad, reducida eliminacién renal, mayor tiempo de vida medio en sangre,
mayor resistencia a la degradacion proteolitica y un decrecimiento de la
inmunogenicidad y antigenicidad, lo que permite el mejoramiento de las
propiedades terapéuticas’. La peguilacién puede disminuir la actividad bioldgica
de la molécula medida en ensayos in vitro’. Sin embargo, incrementan la

efectividad en los ensayos in vivo, con respecto a la molécula sin modificar.

1.10.1Propiedades del PEG

El PEG es un polimero sintético polidisperso, cuya unidad monomérica lo
constituye el o6xido de etileno y puede ser de diverso numero de unidades
mondmericas. En esta memoria se empled un PEG de masa molecular (MM) de
aproximadamente 44 Da. Esta compuesto por moléculas que tienen diferente
namero de mondmeros, lo que produce una distribucién gausiana de la MM.
Contiene dos grupos terminales hidroxilos que pueden ser quimicamente
activados o uno de ellos ser bloqueado con un grupo metéxido para obtener el
PEG monofuncional. EI PEG es soluble en disolventes acuosos y organicos, es
inerte, no téxico y no inmunogénico, la velocidad de excrecidon del organismo es
dependiente de la talla y fue aprobado para uso en humanos’.

Una limitacién que ha presentado el PEG es que su polidispersién hace que se
obtengan poblaciones de conjugados con propiedades biolégicas diferentes, que
incide principalmente en el tiempo de vida medio. Ademas hace mas compleja la
caracterizacion del conjugado y el control de calidad necesario para aplicaciones
clinicas. En la actualidad se han desarrollado metodologias para la obtencién de
PEG monodisperso, que permiten solucionar los problemas asociados al empleo
de PEG polidisperso en la obtencién de conjugados, pero sélo se han obtenido

PEG con MM de hasta aproximadamente 4000 Da.
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1.10.2Peguilacién en Fase Sélida.

La quimica para la peguilacion de los péptidos también tiene la ventaja adicional
gue se puede realizar sobre la misma superficie de la AUNP, donde el grupo tiol
del PEG se quemioabsorbe a la superficie de la AUNP. La unién del PEG a los
grupos amino primarios (extremo N y e-amino de la Lys) de los péptidos con el
empleo de las metodologias de sintesis en fase sélida, ha sido anteriormente
descrito®>36:37, La peguilacion en el extremo C del péptido se realiza usualmente
por la unién al soporte sélido de un aminoé&cido derivatizado previamente con el
PEG 3 o por la introduccion de aminoacidos especiales que permitan la

introduccion del PEG en fase solida, mediante reacciones quimicas especificas
40

1.20 Funcionalizacion de nanoparticulas de oro con PEG y conjugacién

con péptidos bioactivos.

Para aumentar la afinidad, manteniendo la estabilidad y evitando la interaccion
con proteinas, se funcionalizaran las AuNP-e con el espaciador bifuncional HS
(CH2CH20)nCH2CH2COOH (HS-PEG-COOH) donde n=100. El HS-PEG-COOH
se quemisorbera sobre la superficie de las nanoparticulas debido a la fuerte
interaccion azufre-oro remplazando asi las moléculas de citrato. El primero se
empleard para estabilizar por efecto estérico a las nanoparticulas y el segundo
de empleara para realizar posteriormente la reaccién de conjugacion con los
péptidos analogo de Raf-1 y BN, mediante la reaccién de acoplamiento
empleando carbodiimida (EDC/NHS).
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Es muy importante determinar la estabilidad de los conjugadosPEG-péptidos
anclados a las AuNP cuando estas se encuentran en medios de relevancia
biolégica como el tampon PBS medio biolégico ya que estas nanoparticulas se
emplearan para aplicaciones biolégicas.

En este trabajo se propone la multifuncionalizacién de AuNP-e con moléculas de
PEG-Raf, péptido posee actividad antitumoral, y el péptido BN que aporta

selectividad aumentando la internalizacion celular de las nanoparticulas.

[I.Hipotesis

La funcionalizacion de nanoparticulas de oro con el espaciador HS-PEG-COOH

y la conjugacion con el péptido Rafpermite obtener conjugados estables en PBS.

[ll. Objetivos

3.1 Objetivos Generales:

MultifuncionalizarAuNP-e con HS-PEG-COOH y conjugarlas conel péptido Raf y

evaluar la estabilidad de los conjugados obtenidos en medio bioldgico.
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3.2 Objetivos Especificos:

1.- Sinterizar y caracterizar los péptidos Raf y BN

2.- Sintetizar y caracterizar AuNP-e de aproximadamente 10 nm.
3.-Funcionalizar las AuNP-e con el HS-PEG-COOH y conjugarla con el
péptidos Raf.

4.- Evaluar la estabilidad coloidal de las AUNP-PEG-Raf en un medio

de relevancia bioldgica.

V. Metodologia

4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos utilizados en la sintesis de péptidos Raf vy

Bombesina.

- Cloruro de 2-clorotritilo 200 mg,loading 1.0-1.6 mmol/g, Iris-Biotech
- DIEA (diisopropiletilamina. Sigma-Aldrich)

- Oxima (Iris-Biotech)

- DMF (dimetilformamida. Sigma-Aldrich)

- DIC (diisopropilcarbodiimida. Sigma-Aldrich)

- Ninhidrina (Merck)

- Piperidina 20% (Sigma)
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- Metanol (Merck)

4.1.2 Reactivos utilizados en la sintesis de AuNP-e

- Acido tetraclorodurico monohidratado HAuCl4-H20, 99.9%, Sigma-

Aldrich
- Citrato trisédicodihidratado, 99%, Sigma Aldrich
- Agua Mili-Q.

4.1.3 Reactivos utilizados en la funcionalizacion de AuNP-e con
HS-PEG- COOH

- Nanoparticulas AuNP-e
- PEG (polietilenglicol), Sigma-Aldrich.
- Agua Mili-Q

4.1.4 Reactivos utilizados en la evaluacion de la estabilidad del

conjugado.

- AuNP-e

- PEG (Sigma-Aldrich).

- Citrato trisédico (Sigma-Aldrich).

- N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC), Merk
- N-Hidroxisuccinimida (NHS), Merck

- Péptido Raf completo protegido

4.2Sintesis de péptidos en fase sélida
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4.2.1 Consideraciones Generales de la Sintesis

La sintesis de los péptidos se realizO de manera manual en jeringas de
polipropileno con un filtro de polietileno poroso. Para la agitacion se utilizd una
varilla de teflon. La eliminacién de disolventes, reactivos y posibles subproductos
formados durante el acoplamiento se realizaron mediante filtracién. El sistema
utilizado para realizar los lavados por filtracién al vacio se muestra en la figura
13.

Figura 13: Imagen del equipo empleado para la sintesis manual de péptidos en fase sélida.

4.2 2Test Cualitativo de Kaiser o Ninhidrina

El test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser, es el test mas utilizado
para determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres ya que se trata
de un test rapido y sencillo.

Para realizar el ensayo se tom6 una pequefia muestra de peptidil-resina resina
seca (1-2 mg) y se colocé en un tubo de vidrio. Se afiadieron 3 gotas de reactivo

Ay 3 gotas de reactivo B. A continuacion se calento el tubo en la estufa a 110°C
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durante 3 minutos. Pasado el tiempo se enfrid y se observd la coloracion que
habia tomado la disolucion. Una coloracion amarilla indica la ausencia de aminas
primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 95% de los puntos
funcionales han sido bloqueados. Por el contrario, una coloracion azul-verdosa
(test positivo) indica la presencia de aminas primarias. En paralelo se realiza un
ensayo control que contiene la misma proporcion de reactivos sin presencia de
peptidil-resina. Es posible, sin embargo, que algunos aminoacidos, como la
serina, el acido aspartico o la asparagina no den la coloracién azul oscuro que se

espera cuando existen grupos amino libres.

Los reactivos se prepararon de la manera que se detalla a continuacion:

Reactivo A: se preparo una disolucion en caliente de fenol (40 g) en etanol
absoluto (10 mL). Por otro lado, se afiadieron 2 mL de una disolucion de cianuro
de potasio (65 mg) en agua (100 mL) sobre 100 mL de piridina. A ambas mezclas
se les afadieron 4 g de resina Amberlite MB-3 y se agitaron durante 45 minutos.
Seguidamente se filtraron y se mezclaron las dos disoluciones.

Reactivo B: se prepar6 una disolucién de Ninhidrina (2.5 g) en etanol (50
mL).

)
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Figura 14: Mecanismo de reaccién del test de Ninhidrina con un aminoacido.
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4.2.3Eliminacion del grupo Fmoc

En la mayoria de los casos y de forma rutinaria se emplea la piperidina como
base para liberar el grupo Fmoc y la comprobacion de esto se realiza mediante
test de Ninhidrina.

Etapa Reactivos Operacion Tiempo (min) x N°
Repeticiones

1 Piperidina : DMF ( Eliminacion Grupo 5x2
2:8) Fmoc
2 DMF Lavado (Resina) 1x2
3 Comprobar mediante test de Ninhidrina la presencia de grupos

aminolibres (Test Positivo)

Tabla 1: Cuadro resumen de la eliminacion del grupo Fmoc

H
@
—_—
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Figura 15: Mecanismo de reaccién para la liberacién del grupo Fmoc. (NHzR: aminoacido)

4.3 Sintesis del analogo de Raf.

4.3.1 Incorporacion del primer aminoacido Lisina (Lys)ala resina
(2-ClI-Tritilo)

La resina se lavocon 3 mL DMF y 3 mL DCM ciclo que se repitio tres veces. De
esta forma se hincha y se comprime la resina, respectivamente, eliminando
residuos que puedan interferir en la sintesis del péptido. Se agrego el primer
aminoacidoLys con protecciéon Fmoc de acuerdo a la carga de la resina que fue
de 1.0 mmol/g. Posteriormente, la Lys fue disuelta en 1 ml de DMF agregandose
sobre la resina recién lavada junto con 54 pL de DIEA. Se agité durante 5 minutos
agregandole un exceso de DIEA de 340 yL mas, para convertir el COOH en
carboxilato. Se dejé en agitacion durante 1 hora.Una vez terminada la agitacion
se agregdémetanol para bloquear los puntos de la resina en los cuales no hubo
unién con la Lys (ver tabla 2). Se procedi6 al lavado alternado con DMF/DCM. Se
realizo test de Ninhidrina para asegurar el acople del aminoacido (color amarillo).
Después de esta comprobacion se realizéel lavado con 5 mL de piperidina 20%
en DMF para dejar el amino a libre de la Lys acoplada y se comprobd nuevamente
con test de Ninhidrina (coloracién azul). Se lavé alternadamente con DMF/DCM
para la eliminacién de la piperidina con el grupo Fmoc. Se procedi6 a la adicién

del segundo aminoacido.
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Etapa Reactivos Operacion Tiempos
Fmoc-Lys, DIEA
1 54 uL y340 uL | Acoplamiento de 1 x 60 min.
exceso DIEA, la Lys
MeOH 160 pL
2 DMF/DCM Lavado 2 x 1 min.
3 Ninhidrina Test de acople 1 x5 min.
Lys
4 20 % Desproteccion
Piperidina/DMF | del grupo Fmoc 2 X5 min.
5 mL de la Lys
5 DMF/DCM Lavado 2 X 1 min.
6 Ninhidrina Verificar la
presencia grupo 1 x5 min.
NH: libre
7 DMF/DCM Lavado resina 2 X 1 min.
8 Reacoplamiento segundo aminoacido

Tabla 2: Esquema de la adicion del primer aminoacido Lys
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4.3.2 Incorporacion del segundo aminoacido Fenilalanina (Phe)

Una vez que se desprotegio el grupo protector Fmoc del primer aminoacido (Lys)

guedando en grupo amino a libre se agreg6 el segundo aminoacido. Se disolvio

la Phe en 1 mL de DMF con 85 mg de oxima que evita la racemizaciony93 uL de

Diisopropilcarbodiimida (DIC) para activar el grupo carboxilico. Se dej6 en

reaccion durante 90 minutos. Terminada la reaccion se lavd alternadamente con

DMF y DCM. Se agregdésolucion 20% piperidina/DMFpara dejar el amino-a libre

de la Phecomprobandosecon el test de Ninhidrina (color azul). Se lavd

alternadamente con DMF/DCM para la eliminacion del exceso de piperidina con

el grupo Fmoc.

Etapas Reactivos Operacién Tiempos
Fmoc-Phe, Acoplamiento 1 x 90 min.
1 oxima 85mg, de la Phe
1ml DMF,93pl
DIC.
2 DMF/DCM Lavado 2 x 1 min.
3 20 % Desproteccion 2 X 5 min.
Piperidina/DMF | del grupo Fmoc
5mL de la Phe
4 Ninhidrina Verificar la
presencia grupo 1 x5 min.
NH: libre
5 DMF/DCM Lavado resina 2 x 1 min.
6 Reacoplamiento tercer aminoacido
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Tabla 3: Esquema de la adicion del segundo aminoé&cido Phe.

Esta secuencia se repite hasta completar la elongacion final del péptido Raf
usando las cantidades de aminoacidos como se muestra en la tabla 4.

Raf: HoN-Gly-lle-Ser-Asn-Gly-Phe-Gly-Phe-Lys-OH

Aminoéacid | Lys | Phe | Gly | Phe | Gly | Asn | Ser lle Gly

0

Cargade | 93, | 77, | 178, | 232, | 178, | 358, | 230, | 212, | 178,
aa en mg 7 5 3 4 3 0 0 0 3

Tabla 4: Carga de los aminoacidos en la sintesis del péptido

4.3.3 Liberacion del péptido Raf de laresina.

La liberacion del péptido de la resina se realizo en una sola etapa en medio acido.
El desanclaje final del péptido de la resina se llevd a cabo conAcido
Trifluoroacético (TFA) en una mezcla al 1% TFA/DCM.

La resinase lavo conporciones de 5mL de la mezcla acida durante un

minutorepitiendo estos lavado durante 7 veces (figura 16).
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Figura 16: Esquema de lavado para escindir el péptido de la resina, mediante la adicion de una solucién
de 1 % TFA/DCM.

Una vez terminado este procedimiento se llevé el balon al rotovapor para eliminar
el DCM.AI péptido crudose agregaron 6 mL de una solucion de 10% ACN/H20.
Una vez disuelto el péptido la solucién es congelada N2 liquido para su posterior

liofilizacion y caracterizacion.

4.4 Sintesis de Bombesina

4.41 Incorporacion del primer aminoacido Metionina (Met) a la

resina (2-Cl-Tritilo).

La resina se lavo con 3 mL DMF y 3 mL DCM ciclo que se repitio tres veces. De
esta forma se hincha y se comprime la resina, respectivamente, eliminando
residuos que puedan interferir en la sintesis del péptido. Se agrego el primer
aminoacido Met con proteccion Fmoc de acuerdo a la carga de la resina que fue
de 1.0 mmol/g. Posteriormente, la Met fue disuelta en 1 ml de DMF agregandose
sobre la resina recién lavada junto con 54 pL de DIEA. Se agito durante 5 minutos
agregandole un exceso de DIEA de 340 yL mas, para convertir el COOH en
carboxilato. Se dejo en agitacion durante 1 hora. Una vez terminada la agitacion
se agreg6 metanol para bloquear los puntos de la resina en los cuales no hubo
unién con la Met (ver tabla 5). Se procedié al lavado alternado con DMF/DCM.
Se realiz6 test de Ninhidrina para asegurar el acople del aminoacido (color

amarillo).

Etapa Reactivos Operacién Tiempos

Fmoc-Met, DIEA

1 54 uLy 340 uL | Acoplamiento de 1 x 60 min.
exceso DIEA, la Met
MeOH 160 pL

2 DMF/DCM Lavado 2 x1 min.
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Ninhidrina Test de acople 1 x5 min.
Met
20 % Desproteccion
Piperidina/DMF | del grupo Fmoc 2 X 5 min.
5mL de la Met
DMF/DCM Lavado 2 x 1 min.
Ninhidrina Verificar la
presencia grupo 1 x5 min.
NH: libre
7 DMF/DCM Lavado resina 2 x 1 min.
8 Reacoplamiento segundo aminoacido

Tabla 5: Cuadro resumen de la adicién del primer aminoécido Met

Después de esta comprobacion se realizo el lavado con 5 mL de piperidina 20%
en DMF para dejar el amino a libre de la Met acoplada y se comprobo
nuevamente con el test de Ninhidrina (coloracion azul). Se lavo alternadamente
con DMF/DCM para la eliminacion de la piperidina con el grupo Fmoc. Se

procedio a la adicion del segundo aminoacido.

4.4.2 Acoplamiento del segundo aminoacido Leucina (Leu).

Una vez que se ha desprotegido el grupo protector Fmoc del primer aminoacido
(Met) quedando el grupo amino a libre se agreg6 el segundo aminoécido. Se
disolvié la Leu en 1 mL de DMF con 85 mg de oxima que evita la racemizacion y

93 uL de DIC para activar el grupo carboxilico. Se dejéreaccionando durante 60
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minutos. Terminada la reaccion se lavd alternadamente con DMF y DCM. Se

agregd solucion 20% piperidina/DMF para dejar el amino-a libre de la Leu

comprobandose con el test de Ninhidrina (color azul). Se lavé alternadamente

con DMF/DCM para la eliminacion del exceso de piperidina y el grupo Fmoc (ver

tabla 6).

Etapas Reactivos Operacion Tiempos
Fmoc-Leu, Acoplamiento 1 x 60 min.
1 oxima 85 mg, de la Leu
1ml DMF, 93ul
DIC.
2 DMF/DCM Lavado 2 x 1 min.
3 20 % Desproteccion 2 X 5 min.
Piperidina/DMF | del grupo Fmoc
5mL de la Leu
4 Ninhidrina Verificar la
presencia 1 x5 min.
grupo NH: libre
5 DMF/DCM Lavado resina 2 x 1 min.
6 Reacoplamiento tercer aminoacido

Tabla 6: Esquema de la adicién del segundo aminoéacido Leu.

El procedimiento de incorporacion del resto de los aminoacidos se repitié hasta

completar la secuencia del péptido; HaN-Cys-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-

OH
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4.4.3 Escision del péptido Bombesina de la resina y eliminacion de

grupos protectores de las cadenaslaterales.

Una vez sintetizado el péptido, éste se encuentra unido aun al soporte sélido y
con las cadenas laterales protegidas. La liberacion del péptido de la resina y de
los grupos protectores se realizo en una sola etapa en medio acido en presencia
de capturadores de carbocationes dependiendo del tipo de grupos protectores
presentes en la cadena. El desanclaje final del péptido de la resina y la posterior
eliminaciéon de los grupos protectores permanentes son llevadas a cabo con una
solucién de Acido Trifluoroacético (TFA), Triisopropilsilano (TIS) y agua Mili-Q,
en proporcion TFA-H2O-TIS (95:2,5:2,5), (ver figura 17).

/ warilla teflan

Figura 17: Imagen de la desproteccion del péptido Bombesina conTFA-H,O-TIS (95:2,5:2,5).
Para liberar el péptido de la resina y de los grupos protectores, se trata la resina
con porciones de 10mL de la mezcla 4cida, lavando 3 veces la resina.La solucion

obtenida fue dividida en tres tubos falcéncon 20 mL de éter frio.
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Los tubos falcon se centrifugaron a 3.500 rpm durante 5 minutoseliminado
posteriormente el sobrenadante.El precipitadose resuspendié en20 mL éter frio.
La solucion se centrifugdéa 3500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue
eliminado y el solido fue disuelto en una mezcla deacetonitrilo-agua al 10% en
acetonitrilo. La solucién fue congelada con N2 liquido, liofilizada y guardada a -18

°C para su posterior caracterizacion.

4.5 Sintesis de Nanoparticulas de oro (AuNP-e)

Para la sintesis de nanoparticulas es necesario lavar todo el material de vidrio
con agua regia (HNOz: HCI) en proporcion (1:3)

Se preparo una solucion acuosa de 50 ml de 1 mM de HAuUCls (HAuCls-H20, PM
339,79) la cual fue calentada aproximadamente por 10 minutos hasta alcanzar
un reflujo constante. 10 ml de una solucion de citrato trisédico dihidratado
(CeHsNaszO7-2H20, PM 294,10) de concentracion 38.8 mM fue adicionado
rapidamente a la solucion de tetracloroaaurico, previamente calentada a una
temperatura entre 50 y 60°C. La solucion se mantuvo a reflujo por
aproximadamente 30 minutos hasta que se torné de color rojo oscuro (figura 18).
Posteriormente, la solucion fue enfriada a temperatura ambiente y se ajusto a un
pH 8,5 se pasa a través de un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pum para luego

almacenarla a 4°C.

Figura 18:Solucion nanoparticulas de oro (10 nm)
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4.6 Funcionalizacién de las AuNP-e con PEG y Raf

Para funcionalizar las AuNP-ese prepard una solucion de citrato 1,2 mM. Se
coloc6 1 mL de AuNP-e y 100 puL de PEG. Se agitd y se dejé reaccionar por
48horas. Pasado este tiempo se centrifugd a 13.500 rpm por 15 minutos y se
elimino el sobrenadante (exceso de PEG). En un eppendorf se agregd 0,25 mg
de EDC en 0,5 mL de citrato 1,2 mM y en otro eppendorf 0,184 mg de NHS en
0,5 mL de citrato 1,2 mM. Se homogenizd y se agregé en ese orden al precipitado
obtenido anteriormente en la centrifugacién, obteniendo 1 mL de AuNP-e
funcionalizadas con PEG mas el EDC y NHS. Se centrifugd por 15 minutos a
13.500 rpm por 15 minutos. Retiramos el sobrenadante (exceso de EDC y NHS).
Se tomaron 1,48 mg del péptido Raf protegido en 0,1 mL de DMF, completando
con 0,9 mL de citrato y se resuspendio el precipitado anterior centrifugando a
3.500 rpm durante 15 minutos. Se elimind el sobrenadante (exceso de péptido) y
se resuspendio en la solucién de citrato (1 mL). Con este procedimiento tenemos

funcionalizada la nanoparticula como AuNP-PEG-RAF (Figura 19).

$ s

* .
—_ PEG J\/ g\@

Figura 19:Esquema representativo de nanoparticulas de oro recubiertas con PEG-Raf.

4.7 Incubacién de las AUNP-PEG-Raf enmedio bioldgico (PBS)
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Se prepard una solucién de PBS 100 mL de concentracion 0,01M. Obteniendo
asi un medio salino correspondiente a un pH 7,4 que simula la fuerza iénica y pH
del plasma.

Se tomaron dos eppendorf para preparar dos disoluciones. La primera se hace
con 100 pL de AuNP-PEG-Raf completando con 900 pL de la solucién de PBS y
la segunda disolucién se prepar6é con 400 uL de AuNP-PEG-Raf y 600 pL de
PBS.

Ambas soluciones fueron homogenizadas y al cabo de 15 minutos se les midio
el diametro de las nanoparticulas AUNP-PEG-Raf por DLS y el potencial Z para
evaluar la carga de la nanoparticula con el objetivo de estudiar la estabilidad de
la nanoparticula AUNP-PEG-Raf en medio salino (PBS).

Al cabo de 1 hora nuevamente se midi6 el radio hidrodinamico por DLS y la carga
mediante el potencial Zpara evaluar la estabilidad de las nanoparticulas AuNP-
PEG-Raf en el medio.
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V. Resultados y Discusion

5.1 Sintesis y caracterizacion de los péptido Raf y Bombesina:

5.1.1 Péptido Raf

La sintesis de los péptidos se llevo a cabo en fase solida siguiendo la estrategia
Fmoc/tBu,usando como resina la Cloruro 2-clorotritlo con un grado de
funcionalizacion de 1 mmol/gramo. Se ensamblé el péptido hasta completar la
secuencia completa como se muestra en la Figura 20. La eliminacion del grupo
protector Fmoc/tBu, se elimino eficientemente tratdndolo con una solucién al 20%
de piperidina en DMF. Para la eliminacion de todos estos grupos protectores y
escision de los péptidos de la resina se utilizo TFA. El tratamiento con TFA al 1%
en DCM fue suficiente para separar el péptido del soporte solido.

Para el péptido Raf cuya secuencia se muestra en la figura 18, el rendimiento
tedrico utilizando 0,2 g de resina con 1,0x103 g de carga y 1423 g/mol de masa
molar para este péptido fue de 0,2846 g y los gramos experimentales obtenidos

fueron de 0,1273 g, dando un rendimiento para el péptido Raf de un 44.7%.
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Figura20: Estructura de la secuencia peptidica deRaf protegido en sus cadenas laterales.

El péptido Raf fue caracterizado mediante cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC acoplado a un detector de masas (HPLC-MS). En la Figura 21
se muestra el cromatograma del péptido Raf después de la escision de la resina.
En el espectro del producto mayoritario que posee un tiempo de retencion de 3,54
min posee un espectro (Figura 21-B) que se corresponde a la masa del péptido
Raf protegido en sus cadenas laterales donde se observa el ion molecular M+
correspondiente 1424. Se puede observar ademas la m/zcorrespondiente al
(M+2H)*/2 a 713. La pureza del péptido Raf fue de un 95,8 %.
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Figura 21:Cromatograma de HPLC-MS correspondiente al péptido Raf protegido. A: Rf del péptido Raf a
3,56 min. B: Masas correspondiente a M+ 1424 y pico b correspondiente al (M+2H)*/2 a 713.Los HPLC-MS
fueron obtenidos en el laboratorio de péptidos de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.

5.1.2 Péptido Bombesina

Para el péptido Bombesina cuya secuencia se muestra en la figura 22, el
rendimiento tedrico, para 0.2 g de resina con una carga de ésta de 1.0 x103 gy
la masa molar de Bombesina 1043 g/mol es de 0.2086 g y la cantidad de gramos
experimentales obtenidos fueron de: 0.1152gdando un rendimiento total del

péptido Bombesina del 55,2%
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Figura 22: Estructura y secuencia peptidica de la Bombesina
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Los péptidos fueron caracterizados mediante cromatografia liquida de alta
resolucién HPLC acoplado a un detector de masas (HPLC-MS). En la Figura 23se
muestra el cromatograma del péptido Bombesina después de la escision de la
resina y la eliminacion completa de los grupos protectores.

El picoa delespectro de masascorresponde a la masa del péptido Bombesina. Se
puede observar el ion molecular M+ correspondiente 1044 y el picobcon una

masa de 523 correspondiente al (M+2H)*/2.
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Figura 23: Cromatograma de HPLC-MS correspondiente al péptido Bombesina.A: cromatografia del
péptido Bombesina a 4,118 min. B:peak a del044correspondiente alM+ y el pico ba 523 correspondiente
al (M+2H)*/2. Los HPLC-MS fueron obtenidos en el laboratorio de péptidos de la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso.

5.2Sintesisy caracterizacion de AuNP-e

Para la sintesis de nanoparticulas se utiliza el método de sintesis basado en la
reduccion quimica de un complejo de oro, acido tetracloroaurico (HAuCls) con
citrato de sodio, es una adaptacién del método publicado por John Turkevich,
Peter Cooper Stevenson y James Hillier en el afio 1951.' Se comienza con
HAuCls y citrato trisddico como agente reductor, estabilizante y agente
tamponante de pH de las NPs. Como el citrato cumple todas esas funciones,
debe estar en un gran exceso. Las AuNP-e estabilizadas en citrato fueron

sintetizadas segun se ha detallado en seccion 4.5).
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Figura 24: Reaccion general de reduccion del oro con citrato

En lareaccidn, el citrato se oxida a &cido acetondicarboxilico, sufriendo la pérdida
del carboxilo adyacente al hidroxilo; este Ultimo se elimina como COo. El acido
clorhidrico es neutralizado por uno de los grupos carboxilicos del citrato. En tanto,
el Au*® se reduce a oro metalico Au®; las fuerzas de atraccién de Van der Waals
predominan, agregandose atomo por atomo en un proceso de nucleacién, o
formacion de nanoparticulas.

5.2.1 Caracterizacion de AuNP-e desnudas por Espectrofotometria
UV-Visible
Las AuNP-e obtenidas por el método de Levy* mostraron una longitud de onda

de absorcion maxima a los 520nm, lo cual indica que el tamafo de las AuNP-e

se encuentran en un rango de tamafo de alrededor de los 10nm (Figura 25).

AuNP + Citrato

0,45

0,25

Absorbancia {A)
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2

450 500 550 600
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Figura 25: Espectro de absorcion de una dispersién de AuNP-e estabilizadas en citrato.

5.2.2 Medidas de Dispersion de la Luz(DLS) de las AuNP-e.

En los andlisis de DLS (Figura 26) se observa que las AuNP-e presentan un

didmetro hidrodindmico aproximadamente de 9 nm. Esto se debe a que en las
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medidas de DLS el tamafio de las AuNP-e considera todo lo que se encuentra
unido a la superficie, en este caso, corresponde a los iones citratos quienes se
encuentran adsorbidos a la superficie de la NP, (comparar el tamafio con SEM
(Scanning Electron Microscope)), en las que s6lo se pueden percibir el metal de
la NP. En DLS, se determina el tamafio hidrodinamico de las particulas en

suspensién mediante fluctuaciones de la luz dispersadas por el coloide.

Size Distribution by Number

Mumber (%)

100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 24: Nanoesferas Citrate 19 Agoste 2016 4|

Figura 26:Distribucion de tamafio de las AuNP-e en citrato obtenida por Dispersion dinamica de la luz
(DLS). Diametro obtenido 9 nm con un Pdl: 0,4

5.2.3 Potencial Z de las AuNP-e

En el grafico observado de potencial zeta se observa un valor de -40,2 mV (Figura
27). Este potencial negativo se debe a la presencia de iones citrato en la
superficie de la nanopatrticula. El valor de pH a la que fue realizada esta medicion
fue a pH=8,5
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Zeta Potential Distribution
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Figura 27:Potencial zeta de AUNP-e en citrato a pH= 8,5. Valor de -40,2+ 15.3 mV.

5.2.4 Caracterizacién por SEM de las AuNP-e
En laimagen de STEM (Scanning Electron Microscope) (Figura 28) muestra una
micrografia de las AuUNPs obtenidas. No se observaron AuNP-e agregadas, sino
mas bien una gran agrupacion de éstas. El tamafio promedio de las mismas fuede

9nm=+2nm.

Figura 28: Micrografia de SEM de las AuNP-e estabilizadas en citrato. Tamafio promedio 9+ 2 nm.

5.3 Caracterizacion de AuNP-e conjugadas con PEG

Caracterizacion por Espectrofotometria UV-vis.
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Una vez obtenidas las AuNP-e las mismas se funcionalizaron con HS-PEG-
COOH de PM=5000. Para ello se mezclaron las AuNP-e con una solucion acuosa
de HS-PEG-COOH y se incubaron a temperatura ambiente. En este proceso se
produce la quemisorcién de los grupos tioles sobre la superficie de las
nanoparticulas produciéndose el desplazamiento de las moléculas de citrato.
Para las AuNP-e funcionalizadas con PEG se observo un desplazamiento
batocromico desde 520 a 523 nm (Figura 29). El resultado es esperable ya que
las AuNP unidas al PEG cambian el indice de refraccién produciendo un cambio

en el maximo del plasmoén superficial.

AuNP + PEG
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Figura 29: Espectro de absorcion de una dispersion de AuNP-e conjugadas con PEG a una

)\ méx=523 nm.

5.4 Caracterizacion de AuNP-e conjugadas con PEG-Raf (AuNP-PEG-
Raf)
Una vez obtenidas las AUNP multifuncionalizadas con HS-PEG-COOH se realizo
la conjugacién con el analogo de Raf mediante la reacciéon de EDC/NHS para
obtener el conjugado AuNP-PEG-Raf. En este caso se produjo un
desplazamiento batocromico debido al aumento del didmetro de la nanoparticula
llegando a los 526 nm cuando esta completamente unido al péptido (Figura
30).Asimismo se produce un ensanchamiento de la banda plasménica la que

podria correlacionarse con un cierto grado de agregacion de las nanoparticulas.
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Figura 30: Espectro de absorcidon de AuNP-e conjugadas con PEG activado y funcionalizadas con el
péptido Raf a A max =526 nm.

Asimismo, las AuNP-PEG-Raf fueron observadas por STEM observandose que
el promedio de tamafios fue de 9 nm +2 nm (Figura 31).

Figura 31: Micrografia de STEM AuNP-PEG-Raf9 nm +2 nm.

5.5 Estabilidad de las AuNP-PEG-Raf en PBS

Para estudiar la estabilidad de las nanoparticulas conjugadas con el péptido Raf
se preparo una solucién de PBS obteniendo asi un medio salino correspondiente
a un pH 7,4 que simula la fuerza iénica y pH del plasma.

Se incubaron en PBS nanoparticulas AUNP-PEG-Raf a distintasproporciones a)
100 pL de nanoparticulas funcionalizada con 900 pL de medio salino y otra
disolucién b) 400 pL de nanoparticulas funcionalizada con 600 pL del mismo

medio salino durante 15 minutos y 60 minutos.Se determind la absorcién maxima
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de las soluciones mediante espectroscopia de UV-visible, el didmetro
hidrodinamico por DLS y el potencial Z para los tiempos indicados (tabla 7) para
evaluar el efecto que tiene el medio sobre el tamafio y la carga de la nanoparticula
dando con esto un indicio dela estabilidad de la nanoparticula AUNP-PEG-Raf en
este medio bioldgico.

Solucion de AuNP- PBSpH 7,4 Tiempo de
PEG-Raf en medio AuNP-PEG-Raf/PBS incubacién
salino PBS (minutos)
AUNP-PEG-Raf 100:900 15 60
AUNP-PEG-Raf 400:600 15 60

Tabla 7: Incubacién de AuUNP-PEG-Raf en medio salino PBS a distintos tiempos.

5.5.1 Espectrofotometria UV-Visible.

Para las AUNP-PEG-Raf incubadas en PBS se pudo observar una absorbancia
maxima de 526 nm (Figura 32) para ambas mezclas sefialadas en la tabla 8. El
resultado estaria indicando que el sistema AUNP-PEG-Raf en PBS es estable en
primera instancia, ya que presenta un valor muy préximo al de AuNP-PEG-Raf
en citrato, indicando que son estables en el medio. Este resultado fue obtenido a

las 24horas de preparada la muestra.
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Figura 32:Espectro de absorcion de una dispersion de AuNP-PEG-Raf en PBS en una concentracion
A)100:900 y B) 400:600 a A max =526 nm

5.5.2 Dispersion dinamica de la luz (DLS).

a) AuNP-PEG-Raf en PBS a una proporcién de 100:900
Para evaluar la estabilidad coloidal de las nanoparticulas se determinaron los
diametros hidrodinamicos de las AuNP-PEG-Raf en PBS a dos diferentes
proporciones a 15 y 60 minutos a temperatura ambiente.
A la primera medida a los 15 minutos el DLS muestra un tamafio de nanoparticula

de 12 nm de diametro (Figura 33).
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Figura 33: Primera medicion. Distribucion de tamafio de las AUNP-PEG-Raf en PBS a una proporcion de

100:900 con 15 minutos de incubacién.Diametro obtenido 12 nm con un Pdl: 1.00

En la segunda medida a los 60 minutos el DLS muestra un tamafio de

nanoparticula de 64 nm de diametro (Figura 34).
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Size Distribution by Number
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Figura 34:Segunda medida. Distribucion de tamafio de las AUNP-PEG-Raf en PBS a una proporcion de
100:900 con 60 minutos de incubacion. Diametro obtenido 64 nm con un Pdl: 0.031

Tal como se detalla en las figuras 33 y 34 puede observarse que existe

agregacion de las nanoparticulas AUNP-PEG-Raf en el medio salino ya que el
diametro promedio aumenta de 12 a 64 nm.

b) AuNP-PEG-Raf en PBS a una proporcion de 400:600
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Record 71: Nanoesferas+Peg+Raf en PBS (400+500PBS) 1|

Figura 35: Primera medicion. Distribucién de tamafio de las AUNP-PEG-Raf en PBS a una proporcion de
400:600 con 15 minutos de incubacién. Diametro obtenido 10 nm con un Pdl: 1.00
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Size Distribution by Number
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Figura 36:Segunda medida. Distribucion de tamafio de las AUNP-PEG-Raf en PBS a una proporcion de
400:600 con 60 minutos de incubacién. Didmetro obtenido 14 nm con un Pdl: 1.00

Comparando los resultados de DLS de las Figuras 31 y 32 correspondientes a la
dilucion de sistema AuNP-PEG-Raf en PBS en una concentracion 100:900; y las
Figuras 34 y 35 del mismo sistema, pero en una dilucion 400:600 se puede
observar que existe un aumento de didmetro de 12 a 64 y 10 a 14
nmrespectivamente, cuando el tiempo de incubacion es mayor (60 minutos),
indicando que la estabilidad del medio se pierde. Por lo cual el sistema AuNP-
PEG-Raf en PBS no es favorable.

Observando los resultados de ambas disoluciones y a medida que transcurre el
tiempo de incubacién (tabla 8) podemos concluir que existe agregacion en el
medio salino. Cuando la proporcion de PBS disminuyese observo que el aumento
del didmetro no es tan drastico como cuando se encuentra en una proporcion

mayor.

AUNP-PEG-Raf
en PBS Espectroscopia | 1° medicion 2° medicion
(relacion UV-vis (nm) DLS (nm) DLS (nm)
nanoparticula:PBS) 24 horas 15 minutos 60 minutos
100:900 526 12 64
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400:600

526

10

14

Tabla 8: Resumen de las mediciones de las disoluciones AUNP-PEG-Raf/PBS 100:900 y 400:600

5.5.3 Potencial

concentraciones.

Z de

de espectroscopia UV y DLS.

las AuNP-PEG-Raf en PBS diferentes

En la tabla 9 puede observarse que las nanoparticulas poseen un potencial zeta

negativo lo cual puede explicarse por la carga neta del péptido (que es negativa

a pH=7.4 ya que el punto isoeléctrico es de 4,77). Al reducir la concentracion de

PBS (400:600) el potencial zeta se hace mayor en valor absoluto alos 15 minutos

de la incubacién. En cambio a 1 hora de la incubacion los valores absolutos de

los potenciales zeta se hacen menores posiblemente debido a la agregacion de

las nanoparticulas. La fuerza ionica favorece las interacciones hidrofobicas de las

cadenas protectoras del péptido Raf provocando la agregacion, lo que se

correlaciona con los resultados obtenidos por DLS (Figuras 31-35).

AUNP funcionalizada

1° medicion Potencial

2°medicion Potencial

en PBS Z (mV) Z (mV)

(relacion 15 minutos 60 minutos
nanoparticulas :PBS)

100:900 -39.9 -35.5

400:600 -52.4 -37.9

Tabla 9: Resumen de los potenciales Z medidos de AuNP-PEG-Raf en PBS enproporcionesde 100:900 y

400:600a 15 y 60 minutos de incubacion.
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VI.

Conclusiones

Se sintetiz6 los péptidos Raf y Bombesinasiguiendo la técnica Fmoc/tBu,
obteniendo un rendimiento de péptidosde 44.7% vy 55.2%
respectivamente, lo que se encuentra dentro de rangos esperados.

Se sintetizaron AuNP-e siguiendo la metodologia descrita y se le
realizaron pruebas de DLS, potencial Z y SEM consiguiendo un diametro
acordea la técnica empleada.

Durante la conjugaciéon de la AuNP-e con el espaciador PEG vy el péptido
Raf, se fueron realizando pruebas de UV-visible en cada etapa de
conjugacion, obteniendo un corrimiento esperado en la curva de
absorbancia por la adicion del espaciador y del péptido con su
consecuente alargamiento, lo que concuerda con lo reportado en
literatura.

Se realiz6 la evaluacion de la estabilidad coloidal de las nanoesferas
conjugadas con PEG y el péptido Raf a diferentes concentraciones y a

diferente tiempo en un medio de PBS.Las mediciones tanto de DLS como
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del potencial z, concluyeron que el sistema pierde estabilidad. La fuerza
idnica favorece las interacciones hidrofébicas de las cadenas protectoras
del péptido Raf provocando la agregacion de las nanoparticulas.

e Las nanoparticulas se hacen mas hidrofébicas en el medio estudiadoal
estar conjugadas con el grupo protector Fmoc, lo que conlleva a la
agregacion de las mismas.

e Las perspectivas a futuro es realizar la conjugacion de la Bombesina ydel
Raf desprotegido para ver el comportamiento de estos péptidos en medios
de relevancia bioldgica.
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