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RESUMEN

El estudio de materiales nanoestructurados es de gran interés para distintas areas de la
ciencia; en particular en el campo de la biomedicina. La importancia los materiales
nanoestructurados radica en sus posibles aplicaciones biomédicas y nanobiotecnologicas.

Como se trata en el capitulo | del presente trabajo, la convergencia de la nanotecnologia, la
biologia molecular y la medicina, representa nuevas posibilidades para la deteccién y la
manipulacion de atomos y moléculas utilizando nanodispositivos, con el potencial para una
amplia variedad de aplicaciones médicas a nivel celular. Las herramientas de
caracterizacion tales como las miscroscopias electronicas, cristalografia, espectroscopia,
entre otras que se han utilizado en este trabajo y se encuentran en el capitulo Il, han
permitido seguir y controlar el tamafio, la forma y la estructura de los nanomateriales. Las
proteinas pueden ser consideradas como los arquitectos de la vida pues, son cruciales en
todo proceso celular. La funcidn bioldgica correcta de las proteinas depende de su auto-
ensamblaje en estructuras bien definidas y altamente ordenadas. Por otro lado, el
plegamiento incorrecto y el montaje anormal de estas, estan relacionados en mas de 30
trastornos humanos, incluyendo la enfermedad de Alzheirmer, diabetes mellitus tipo I,
entre otras. La patologia de estos trastornos puede estar relacionada con el auto-ensamblaje
de péptidos amiloidogénicos en diversas formas de agregados transitorios tales como
oligdbmeros, protofibras, fibras de amiloide. La lisozima humana recombinante, una enzima
bacteriolitica, esta ampliamente distribuida en una variedad de tejidos y fluidos corporales
y se ha relacionado en la formacion de depdsitos de amiloide en la amiloidosis sistémica
hereditaria autosomica. En el capitulo Il se presenta el estudio de cinética de formacién y
citotoxicidad de lisozima humana recombinante. En este trabajé se monitorizd la
formacion de fibras de amiloide de lisozima humana recombinante, in vitro, por aumento
de fluorescencia de tioflavina T, dispersion dindmica de luz y tension superficial; los
aspectos de su morfologia y transicién de estructura secundaria fueron obtenidos mediante
microscopia de fuerza atomica e infrarrojo respectivamente. La actividad citotoxica de las
formas transitorias de fue probada en la linea celular ARPE-19 y por ultimo se estudié la
interaccion no especifica en un modelo de membrana de células endoteliales de la barrera

hematoencefalica. Los resultados obtenidos muestran que Lisozima humana recombinante

Xiv



en condiciones de desnaturalizacion parcial, solucion de sales acidificada a pH 2,
136.7mM NaCl y 2.68 mM KCI ajustando pH con HCI, incubada a 55°C, sigue una
fibrilacion que incluye los estados transitorios oligoméricos, protofibrilares y de fibras
maduras; Por otro lado, se corrobor0 la transicion estructural de hélices-a a estructuras 3
mediante espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier. Las imégenes de
microscopia de fuerza atomica apoyan los datos obtenidos mediante la cinética de
fibrilacion, para evidenciar los estados conformacionales transitorios de la lisozima
humana recombinante durante los periodos de incubacion. Los estudios de viabilidad de la
linea celular Arpe-19, sugieren que la citotoxicidad esté relacionada con la formacion de
estructuras con una ganancia de estructuras [ caracteristica y en la hidrofobicidad; Es
decir, conformaciones prefibrilares y fibras de amiloide maduras. Por ultimo se estudio el
comportamiento en interfase aire/agua de un modelo de membrana endotelial y la
influencia de fibras amiloides de lisozima en diferentes estadios de formacién. Las
condiciones de desnaturalizacidn en la que la lisozima se incubd, alteran la estructura de la
proteina e impulsa la formacion de mondmeros, oligomeros y agregados amiloides
protofibrillas con distintas propiedades de adsorcion en la interfase aire-agua. Estos
resultados indicarian que existe una interaccion no especifica de la proteina con la
membrana, cosa que podria facilitar el proceso de internalizacion en las celulas
endoteliales y el pasaje a través de la barrera hematoencefalica.

En el capitulo IV se estudiaron algunas propiedades fisicoquimicas de materiales
nanoestructurados, nanovarillas de oro (Au NV), con el objeto de estudiar sus
caracteristicas fisicoquimicas y posible uso como agentes terapéuticos en el tratamiento la
enfermedad de Alzheimer (EA). La ventaja que proporcionan las Au NV es que estas
tienen la propiedad de absorber energia en el infrarrojo cercano, la cual puede ser
penetrada por el tejido hasta algunos centimetros. Ademas, aalgunos estudios han
demostrado que mediante la conjugacién de Au NV con péptidos que puedan unirse
selectivamente a agregados de AP (es decir, oligdmeros, protofibrillas y fibras de amiloide)
y mediante el calor disipado por estas nanoestructuras es posible destruir estos agregados.
Este enfoque podria ser utilizado como un tipo de cirugia molecular para eliminar los
agregados toxicos presentes en los cerebros de pacientes y de ese modo detener o ralentizar
la progresion de esta enfermedad. La efectividad de este tratamiento depende de la
internalizacion a través de la barrera hematoencefalica (BHE) y una posible selectividad a
las estructuras polipeptidicas de caracter amiloide, teniendo como fin evitar la agregacion y

formacion de estas. En este trabajo se evallo la internalizacién Au NV distintas relaciones
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de tamafo longitudinal, y con una mezcla de MMCE de la BHE compuesto por
Fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidil etanolamina (DPPE), fosfatidilserina (DPPS) y
esfingomielina (SM). Ademas, se selecciono una sintesis dentro de la region de la ventana
bioldgica para posteriormente conjugarlas con péptidos de reconocimiento a las fibras
amiloides, y péptido D1 y un péptido que atraviese la barrera hematoenceféalica, angiopep
2. La interaccion con un modelo de membrana de células endoteliales se llevd a cabo
mediante la técnica de Langmuir. Tras estudiar las isotermas de Langmuir en presencia de
Au NV con diferentes plasmones de resonancia longitudinal, 740, 790, 800 y 825 nm, se
encontré que el area por molécula de fosfolipido en presencia de las Au NV aumenta
conforme aumenta el PRL, debido a la incorporansion en la monocapa. EI comportamiento
de la monocapa en presencia de Au NV conjugadas con el péptido angiopep-2 y el péptido
D1 mostro un corrimiento hacia areas mayores, mostrando una evidente interaccion entre
las Au NV conjugadas y el MMCE indicando que existe una interaccién primaria de las
NV con la membrana, cosa que podria facilitar el proceso de internalizacién en las células

endoteliales y el pasaje a través de la BHE.
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ABSTRACT

The study of nanostructured materials is of great concern to different areas of science;
particularly in the field of biomedicine. The importance of nanostructured materials is their
potential in biomedical and nanobiotechnology applications.

As discussed in Chapter | of the present work, the convergence of nanotechnology,
molecular biology and medicine, represents new possibilities for detection and
manipulation of atoms and molecules using nanodevices, with the potential for a wide
variety of medical applications at cellular level. Characterization tools such as electronic
microscopies, crystallography, spectroscopy, and among others that have been used in this
work, found in Chapter Il, have enabled monitoring and controlling the size, shape and
structure of nanomaterials. Proteins can be considered as the architects of life because they
are crucial throughout cellular process. The correct biological function of the proteins
depends on their self-assembly into well-defined and highly ordered structures. Moreover,
the unfolding and assembly abnormal of proteins are related in more than 30 human
disorders including Alzheirmer disease, type Il diabetes mellitus, among others. The
pathology of these disorders may be related to the self assembly of amyloidogenic peptides
in various forms of transient aggregates such as oligomers, protofibrils and amyloid
aggregates. The recombinant human lysozyme, a bacteriolytic enzyme is widely distributed
in a variety of tissues and body fluids and has been linked to the formation of amyloid
deposits in the autosomal hereditary systemic amyloidosis. In chapter Il the study of
kinetics of formation and cytotoxicity of recombinant human lysozyme is presented. In this
work the formation of amyloid fibers of recombinant human lysozyme was monitored in
vitro by increasing thioflavin T fluorescence, dynamic light scattering and surface tension;
aspects of their morphology and secondary structure transition were obtained by atomic
force microscopy and infrared respectively. The cytotoxic activity of the transitional forms
was tested in the cell line ARPE-19 and finally the non-specific interaction was studied in
a model of endothelial cell membrane of the blood brain barrier. The results obtained show
that recombinant human lysozyme partially denaturing conditions, solution of salts
acidified to pH 2, 136.7mM 2.68 mM NaCl and KCI ajustando pH with HCI, incubated at
55 ° C, followed by a fibrillation including oligomeric transients, protofibrils and mature

fibrils; Furthermore, the structural transition from a-helix to B structure was confirmed by

XVii



infrared spectroscopy with Fourier transforms. The images of atomic force microscopy
support the kinetic data obtained by fibrillation, for evidence transient conformational
states of recombinant human lysozyme for incubation periods. Feasibility studies of
ARPE-19 cell line, suggesting that the cytotoxicity is related to the formation of structures
with a characteristic gain [ structures and hydrophobicity; That is, protofibrils
conformations and mature amyloid fibrils. Finally behavior was studied in air / water
interface of a model of endothelial membrane and influence of lysozyme amyloid fibers at
different stages of formation. Feasibility studies of ARPE-19 cell line, suggesting that the
cytotoxicity is related to the formation of structures with a characteristic gain B structures
and hydrophobicity; That is, protofibrils conformations and mature amyloid fibrils. Finally
behavior was studied in air / water interface of a model of endothelial membrane and
influence of lysozyme amyloid fibers at different stages of formation. Denaturing
conditions in which lysozyme incubated the altered protein structure and promoted the
formation of monomers, oligomers and protofibrils amyloid aggregates with different
adsorption properties at the air-water interface. These results indicate that there is a non-
specific interaction of the protein with the membrane, which could facilitate the
internalization process in endothelial cells and passage through the blood brain barrier.

In the chapter IV some physicochemical properties of nanostructured materials gold
nanorods were studied, were studied in order to analyze their physicochemical properties
and possible use as therapeutic agents in the treatment of Alzheimer's disease (AD). The
advantage provided by gold nanords is that these have the property of absorbing near-
infrared energy, which can be penetrated by the tissue to a few centimeters. Furthermore,
studies have shown that by conjugating gold nanorods with peptides that can bind
selectively to AP aggregates (oligomers, protofibrils and fibrils amyloid) and with the heat
dissipated by these nanostructures is possible to destroy these aggregates. This approach
could be used as a kind of molecular surgery to remove toxic aggregates in the brains of
patients and thereby stop or slow the progression of this disease. The effectiveness of this
treatment depends on internalization of the gold nanorods through the blood brain barrier
(BBB) and a possible selectivity to amyloid polypeptide structures, with the aim to avoid
the aggregation and formation of these. In this work the internalization of gold nanorods
was evaluated in a model of endothelial cell membrane of the BBB composed of
phosphatidylcholine (DPPC), phosphatidylethanolamine (DPPE), phosphatidylserine
(DPPS) and sphingomyelin (SM). Moreover, the interaction of gold nanorods conjugated

peptides recognition amyloid fibers, D1 peptide, and a peptide that crosses the BBB,
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angiopep 2 was evaluated. Interaction with a model endothelial cell membrane was
performed by Langmuir-Blodgett isotherms technique. After studying the Langmuir
isotherms in the presence of gold nanorods with different plasmon longitudinal resonance,
740, 790, 800 and 825 nm, it was found that the area per phospholipid molecule in the
presence of gold nanorods increases with the plasmon resonance longitudinal, due to
incorporansion in the monolayer. The behavior of the monolayer in the presence of Au NV
conjugated with angiopep-2 D1 peptide and peptide showed a shift to higher areas,
showing a clear interaction between conjugated and Au NV MMCE indicating that there is
a primary interaction with the NV membrane, which could facilitate the process of

internalization in endothelial cells and the passage across the BBB.
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CAPITULO |

La nanotecnologia es una disciplina que describe la convergencia entre la fisica, la
quimica, la ciencia de los materiales y la biologia para hacer frente a la manipulacion y a la
caracterizacion de la materia a una unidad de longitud a la que debe su nombre, el
nanometro. Los usos potenciales de la nanotecnologia van desde la fabricacion y mejora de
cosmeticos, tratamientos revolucionarios contra el cancer y diversas enfermedades, hasta la
fabricacion de dispositivos electrénicos mil veces méas pequefios que los de uso
convencional. La integracion de esta revolucionaria disciplina en el campo de estudio de la
biologia molecular y la medicina es de gran importancia, debido a que las nuevas
herramientas de analisis podrian permitir estudiar y caracterizar el funcionamiento de las
“nanomaquinas’ moleculares que orquestan la quimica de la vida. Hoy en dia, la cantidad
de investigacion en este campo estd creciendo de manera exponencial debido a la
disponibilidad de nuevos métodos de sintesis y herramientas analiticas, abriendo nuevas
posibilidades para la deteccién y la manipulacion de aomos y moléculas utilizando
nanodispositivos con el potencial para una amplia variedad de aplicaciones médicas a nivel
celular. El desarrollo de instrumentos que explotan la nanotecnologia, dan lugar a mejoras
de microscopia de fuerza atbmica, microscopia de fluorescencia y las imagenes de rayos X
entre otras, que permite la visualizacion de los sistemas biolégicos con una resolucion
molecular. Por ejemplo, algunos mecanismos de reconocimiento y auto-ensamblaje
biomolecular son explotados para crear nuevos nanomateriales, biosensores y sistemas de

administracion de farmacos.



I. INTRODUCCION

La nanotecnologia puede definirse como el estudio, disefio, creacion, sintesis y
manipulacion de materiales a una unidad de longitud de la milmillonésima parte de un
metro. La peculiaridad de este campo de estudio esta presente en el hecho de que las
propiedades fisicas y quimicas de los nanomateriales pueden diferir considerablemente de
la de los atomos/moléculas simples o de los materiales macroscépicos de la misma
composicion. Cuando la materia es manipulada a una escala tan pequefia, esta presenta
propiedades y fenomenos extraordinarios que nos conduce al desarrollo de nuevos
dispositivos y a su aplicacion en la mejora de tecnologias ya existentes.

La nanotecnologia se encuentra dentro de la escala de longitud de los componentes
basicos de la célula, por lo que representa una tecnologia muy prometedora en campos
cientificos como la biologia y la medicina.

El progreso global de esta rama, ha impulsado la investigacion y la generacion de
nuevos sistemas de diagnostico, administracion de farmacos y tratamiento que
revolucionaran la forma en que se diagnostica y se trata una gran variedad de
enfermedades. Este desarrollo ha sido gracias a la creciente disponibilidad de nuevos
métodos de sintesis de nanomateriales, asi como de herramientas para su caracterizacion y

manipulacion.

I. 1. La Nanotecnologia en Biologia y Medicina: Métodos de Sintesis, Aplicaciones
Biotecnolodgicas y Biomédicas

La investigacion interdisciplinaria y los recientes avances en instrumentacion y métodos
para la aplicacién de la nanotecnologia para diversas areas de la biologia y la medicina
muestra grandes avances, por ejemplo, en el disefio y uso de nanobiosensores con diversas
técnicas analiticas para la deteccion y seguimiento de las biomoléculas especificas,
incluyendo las células cancerosas y proteinas patdgenas. La nanotecnologia podria
proporcionar las herramientas para estudiar los mecanismos en que las decenas de miles de
proteinas en una célula trabajan juntas, en redes, haciendo posible estudiar genes y
proteinas especificas que han sido relacionados con numerosas enfermedades y trastornos.
Por ejemplo, los procesos de plegamiento incorrecto de proteinas que se relacionan con
enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer, la fibrosis quistica, enfermedad de las

“vacas locas".



La combinacion de la nanotecnologia, la ciencia de los materiales y la biologia
molecular abre la posibilidad de detectar y manipular los atomos y las moléculas utilizando
nanodispositivos, con el potencial para una amplia variedad de temas de investigacion

bioldgica y aplicaciones médicas a nivel celular.

Dentro de los avances logrados por parte de la combinacion de la biologia y la
nanotecnologia ha dado lugar a una nueva generacion de dispositivos (nanoparticulas,
dendrimeros, puntos cuanticos, etc.) para sondear la maquinaria celular y estudiar los
procesos vitales a nivel molecular. Tales tecnologias pueden ayudar en la caracterizacion y
predecir el comportamiento patologico de células enfermas, asi como la capacidad de la
respuesta de las células al tratamiento farmacologico mediante la combinacion de
nanomarcadores moleculares y técnicas Opticas que permiten identificar las alteraciones

moleculares que distinguen a una célula enferma de una célula normal (Song et al., 2004).

Estas nuevas herramientas de andlisis son capaces de permitir el estudio del mundo
nanométrico bioldgico y hacer posible caracterizar las propiedades de las células y
entender el funcionamiento de las maquinas moleculares; Asi como descubrir nuevos
fenomenos y procesos, que a la larga, podrian conducir al desarrollo de nuevas
modalidades para el diagnostico precoz, el tratamiento médico y la prevencion mas alla del

nivel celular al de organulos individuales.

Las aplicaciones médicas de los nanomateriales podrian revolucionar la biologia y la
atencion de la salud, al proporcionar las herramientas para estudiar multiples
enfermedades, al tener el potencial de cambiar drasticamente el campo del diagnostico, la

terapia y el descubrimiento de farmacos.

l. 2. Métodos de Sintesis de Nanomateriales

En cuestiones de disefio, se han utilizado como bloques de construccién biomoléculas
como é&cidos nucleicos o proteinas, lipidos, vitaminas, etc., asi como las estructuras y
formas que asumen estas moléculas, proteinas plegadas, bicapa lipidica, nucleo,
mitocondrias, endosoma, Yy otros para obtener materiales con estructuras complejas

aprovechando sus capacidades de autoensamblaje (Doshi y Mitragotri, 2009). Estas sirven
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como fuentes de inspiracion para los cientificos o ingenieros que estan interesados en el
desarrollo de materiales para las innovaciones en medicina y particularmente para

aplicaciones de ingenieria de tejidos.

Usualmente, los materiales nanoestructurados se obtienen a través de dos
estrategias: La primera estrategia es la denominada “top-down” y consiste en la reduccion
de tamafio de un material mas grande; sin embargo, mediante esta estrategia se obtienen
materiales en escala micrométrica debido a que la reduccion del tamafio sélo se puede

realizar hasta donde las propiedades del tamafio del material lo permita.

En la segunda estrategia, “bottom-up”, se utilizan moléculas pequefias, como las
proteinas, péptidos, fosfolipidos y acidos nucleicos (ADN y RNA) como elementos
constituyentes, que bajo condiciones controladas, permiten obtener estructuras bien
ordenadas gracias a las propiedades de auto-ensamblaje que poseen este tipo de
biomoléculas. Las propiedades de auto-asociacion y ensamblaje que tienen estos
biomateriales  permiten, bajo  condiciones controladas, obtener  complejos
nanoestructurados definidos. Por ejemplo, la célula viva es una construccion compleja
propuesta por el de la naturaleza, y es el mejor ejemplo de la auto-asociacion y ensamblaje
en la que observamos la estrategia “bottom-up” (Schmid, 2004) (Tarn et al., 2013) (Li y
Zhao, 2013).

Las proteinas son una alternativa atractiva para la construccion de estas nanoestructuras, ya
que ademas de tener un tamafio fisico adecuado, una gran estabilidad (comparado con los
estructuras basadas en acidos nucleicos y fosfolipidos), poseen excelentes propiedades de
adsorcion a sustratos como vidrio, Oxido de silicio, u oro; por otra parte las proteinas
presentan una serie de funciones que pueden ser acopladas, por ejemplo, a circuitos
electrénicos durante la construccion de nanodispositivos gracias a su alta flexibilidad, aun
cuando estos materiales son no conductores, pueden recubrirse con metales conductores,

por ejemplo las fibras amiloide.

I. 3. Aplicaciones Bionanotecnoldgicas y Biomédicas

I. 3. 1. Fibras amiloides



Como se mencionaba con anterioridad, en general, la importancia de los materiales
bioldgicos nanoestructurados radica tanto en sus implicaciones como en sus aplicaciones
biomédicas y biotecnologicas. La funcion bioldgica correcta de las proteinas depende de su
propiedad de auto-ensamblaje en estructuras bien definidas y altamente ordenadas. Sin
embargo, el plegamiento incorrecto de proteinas y el montaje anormal estan relacionados
en mas de 30 trastornos humanos, como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, diabetes
tipo Il etc. En estos, se produce el auto-ensamblaje de péptidos amiloidogénicos en
diversas formas de agregados transitorios tales como oligémeros, protofibras y fibras de
amiloide. Una cuestion clave en la comprension de las condiciones de patdgenos asociadas
con esta agregacion anormal de proteinas mal plegadas, es la identificacion y la
caracterizacion de estas especies transitorias que se forman durante el proceso de

agregacion y su citotoxicidad, estudio que se realiza en el presente trabajo, capitulo Il1.

Las herramientas nanotecnoldgicas son muy prometedoras en términos de avanzar
en la comprension de los mecanismos moleculares y celulares que regulan el
procesamiento de proteinas precursoras causantes de la produccion de estos agregados
amiloidales. Ademas de generar conocimiento sobre los mecanismos de interaccion y
toxicidad celular. La informacién adquirida sobre estos procesos puede ayudarnos tanto a
identificar nuevos objetivos que pueden ser explotadas terapéuticamente para modular la
produccion de estos agregados e incluso disefiar nanoestructuras con propiedades en si
mismas terapéuticas.Por otro lado, a pesar de la importancia de las fibras amiloides en el
area clinica, actualmente existen otras areas cientificas que prestan especial interés en el
estudio de las propiedades estructurales y de agregacion fibrilar, en la busqueda de nuevos
materiales y posibles aplicaciones en campos de la nanobiotecnologia, incluida la entrega
de drogas y la ingenieria de tejidos (Ahn et al., 2010) (Peralta et al., 2015).

Las fibras son excelentes candidatos para la construccion de nanocables, geles,
andamios, plantillas entro otros y ademéas pueden ser funcionalizadas mediante
autoensamblaje (Baldwin et al. 2006) o utilizarse como una plantilla para la union a
metales (Scheibel et al., 2003) (Reches y Gazit, 2003) como resultado de sus propiedades
fisicoquimicas (rigidez, la estabilidad contra el calor y agentes desestabilizadores, de
resistencia contra las proteasas, entre otros), compatibilidad estructural, dimensiones

nanométricas y estructuras bien definidas (Juarez et al., 2011) ; Son extremadamente



estables y resistente a la degradacion, tanto que su resistencia ha sido descrita similar a la
de acero, (Smith et al., 2006) una propiedad que comparten con la seda.

I. 3. 2. Aplicaciones biomédicas de nanoparticulas de oro (Au NPs)

Las propiedades de fisicoquimicas de materiales nanoestructurados metalicos pueden ser
aprovechadas para aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de una enfermedad dada,
como por ejemplo, aquellas relacionadas con el montaje anormal de proteinas como la
enfermedad de Alzheimer (EA). La ventaja que proporcionan es que las nanoparticculas
pueden ser acumuladas en la region del tejido de interés y ser iluminada con un laser NIR,
de baja potencia y por el calentamiento ocasionado se podrian eliminar agregados proteicos
toxicos.Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de oro (Au NPs) dependen de
su tamafio y forma, asi como en el medio en que son dispersadas. Cuando un campo
electromagnético oscilante, interacciona con los electrones libres, localizados en la
superficie de una nanoparticula metalica, generan una polarizacion de los electrones los
cuales oscilan coherentemente (misma frecuencia), fendmeno conocido como resonancia
de plasmon superficial localizada (LSPR) (Jain et al., 2008). El LSPR se manifiesta con
una fuerte extincion cuya longitud de onda maxima se coloca exactamente en la frecuencia
de resonancia. Algunos de los fotones absorbidos se dispersan en todas las direcciones a la
misma frecuencia en un proceso conocido como dispersion. Otra parte de los fotones
absorbidos se convertird en fonones o vibraciones de la reticula de metal, este proceso se
denomina absorcion (Eustis y EI Sayed 2006).

Otra propiedad Unica de estos nanomateriales es la posibilidad de ajustar la LSPR
cambiando el tamafio, la forma, la composicion y medio en el que estan suspendidas las
nanoparticulas. Las nanovarillas NV, exhiben dos distintos modos de resonancia de
plasmoén: uno asociado con oscilaciones de electrones en paralelo al eje longitudinal (LSP)
y el otro con oscilaciones de electrones en paralelo al eje transversal (TSP). EI modo de
plasmon longitudinal se puede activar mediante el ajuste de la relacion de aspecto de la
nanovarilla, por lo que esta estructura es particularmente util para diferentes aplicaciones
en los campos de la fotonica y la biotecnologia. El plasmon superficial transversal y el
longitudinal (LSP) de los NR aparecen en el visible y cerca de la regién NIR en el espectro
de absorcion, respectivamente. Las longitudes de onda dptimas estan en el rango de 800 -
1000 nm debido a la existencia de la llamada “ventana bioldgica”, la region del espectro

electromagnético donde la absorcién del agua es minima



La conjugacion de biomoléculas a la superficie de las nanovarilla de oro, Au NV,
ha abierto una amplia gama de aplicaciones. Uno de los métodos de funcionalizacion mas
comunmente usados para la conjugacion de Au NV es mediante la union de polietilenglicol
(PEG), estas se recubren con una capa de PEG o en combinacion con otras moléculas tales
como ligandos de receptores de superficie celular, o péptidos inhibidores del amiloide,
ayudando asi a la internalizacion de estos a las células diana. En el caso particular de este
estudio, las Au NV fueron conjugadas con dos péptidos con afinidad, por un lado, a
receptores de la BHE como Angiopep2 y D1, que reconoce los agregados tdxicos de la
proteina B-amiloide (TAAP), que a su vez, puede conducir a la formacién de fibrillas de

amiloide que conforman las placas amiloides presentes en esta enfermedad.

La efectividad de este posible tratamiento depende de la internalizacion a través de
la barrera hematoencefalica (BHE), la cual es una barrera eficiente y altamente regulada
que limita el acceso de las moléculas grandes a la sistema nervioso central (SNC) (Bickel
et al., 2001). Debido a que la mayoria de los farmacos no atraviesan dicha barrera, hay
pocos tratamientos disponibles contra la mayoria de los trastornos del SNC, incluyendo las
enfermedad mencionadas con anterioridad, asi como varios tipos de cancer de cerebro
(Pardridge, 2005). Ademas es necesaria la selectividad a las estructuras polipeptidicas de
caracter amiloide, teniendo como fin evitar la agregacion y formacion de estas.

Recientemente, nanovarillas de oro multifuncionales han sido desarrollados para
facilitar la administracion de agentes terapéuticos a través de la BHE. Esto se ha logrado
mediante la modificacion del material acarreador con la union de ligandos para receptores

que se encuentran en las neuronas Yy las células endoteliales capilares de la BHE.

En el presente trabajo se estudio la relaciéon entre las variaciones del plasmon de
resonancia longitudinal de las nanovarillas de oro y el efecto de la conjugacion de estas
con péptidos angiopep-2 y D1 como potenciadores de la interaccion de las nanovarillas con
un modelo de membrana de células endoteliales de la BHE y su posterior internalizacion.
Capitulo V. Por lo tanto, un aspecto fundamental de la generacion de nuevas terapias para
las enfermedades de los sistemas nerviosos central es que las Au NV pueden atravesar la
BHE, siendo necesario estudiar las interacciones primarias no especificas de las Au NV
conjugadas con un modelo de las barreras bioldgicas o0 membranas de las células

endoteliales.
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CAPITULO Il

Il. METODOLOGIA

En este capitulo se describen la descripcion de las técnicas utilizadas y el desarrollo
experimental del presente trabajo.

I1. 1. Formacion de Fibras Amiloides

La técnica de Hirano et al., (2012) se adapté para la formacion de fibras amiloides
de la lisozima humana recombinante (LHr) en la cual se utilizé una solucién madre de
lisozima a una concentracion de 2 mg/mL (pH 2, en una solucion de 136.7 mM NaCl y
2.68 mM KClI ajustando pH con HCI), incubada a 55 C en agitacion constante. Se tomaron
alicuotas a distintos tiempos (0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600, 750, 1140, 1620,
1800, 2880, 3000, 4320 minutos).

I1. 1. 2. Cinética de Fibrilacion de Lisozima Humana Recombinante (LHr)

I1. 1. 2. 1. Descripcion de la técnica de Fluorescencia de thioflavina T (ThT)

La fluorescencia puede utilizarse para realizar estudios de dinamica molecular,
andlisis estructural de proteinas, cuantificacion de iones en compartimentos celulares,
microscopia, analisis de potencial de membrana, interacciones entre macromoléculas, etc.
En espectroscopia de fluorescencia se registran espectros de excitacion y de emision. La
Thioflavina T (ThT), es un fluor6foro que cuando se encuentra libre se caracteriza por
presentar una longitud de onda maxima de excitacion (Aexc) de 415 nm y una longitud de
onda maxima de emision (Aem) de 482 nm. Sin embargo, al unirse a las fibras amiloides, su
espectro de excitacion se incrementa apareciendo un pico a Aexc 450 nm, sin modificar la

longitud de onda de emision.
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I1.1.2. 1. 1. Desarrollo experimental de seguimiento de la cinética mediante
intensidad de Fluorescencia de thioflavina T (ThT)

Para la lectura de fluorescencia se diluyé 50:1 la solucion de proteina a una
concentracion final de 0.05 mg/ml, agregando 0.4 mL de ThT disuelta en 3.6 mL de
solucidn salina acidificada. Posteriormente la medicidn se realizé en un espectrofotometro
de fluorescencia. Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos usando una longitud de
onda maxima de excitacion y emision de 440 a 480 nm, respectivamente. Cada medida de

fluorescencia ThT se realizé por triplicado.
I1. 1. 2. 2. Descripcion de la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion Dinamica de Luz, DLS, también conocida como espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS) o dispersion de luz cuasi-estatica (QELS) es una técnica
Optica ampliamente utilizada para la medicion de diametros medios de coloides
poliméricos o particulas de tamafio submicrométrico (Chu, 1991). Basicamente, el
instrumental empleado consiste en: a) una fuente de luz laser monocromatica que incide
sobre una solucién muy diluida de la sustancia a analizar; b) un fotdbmetro posicionado a un
angulo de deteccion dado, 6;, medido con respecto a la direccion de incidencia del laser
sobre la muestra, y que colecta la luz dispersada por las particula; ¢) un correlador digital
que conjuntamente con un software, permiten obtener la funcion de autocorrelacion de
primer orden de la intensidad de luz dispersada a cada angulo, g’ (t) para diferentes
valores del retardo de tiempo t(McClements, 1999).

Las aplicaciones mas usuales del DLS son para determinar el tamafio y distribucion
de tamafios de moléculas dispersas o disueltas en un liquido como proteinas, polimeros,

micelas, carbohidratos, nanoparticulas y dispersiones coloidales (McClements, 1999).

En una dispersion coloidal, la intensidad dispersada a un determinado angulo fluctia
en el tiempo debido al movimiento Browniano de las particulas. Puesto que la intensidad
dispersada en un tiempo t depende de la configuracion espacial de las particulas en ese
mismo instante, el movimiento de las particulas coloidales en el seno del fluido ocasiona
fluctuaciones de la intensidad. La funcion que describe las fluctuaciones de la intensidad

dispersada | (g, t) es una funcion del tiempo, es decir, los movimientos difusivos de
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particulas en solucién dan lugar a fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada en la
escala de tiempo de microsegundos. Esta fluctuacion provoca un “ruido” en la sefial de luz
dispersada. Las fluctuaciones de ese “ruido” son una medida de la velocidad de
desplazamiento. La velocidad del movimiento Browniano se define por una propiedad
conocida como coeficiente de difusion de translacion (D) y se relaciona con el tamafio de
la particula por medio de la ecuacion de Stokes-Einstein: Ry=kT/(6amD) donde R es el
radio hidrodindmico, D es el coeficiente de difusion traslacional (m?s™), k la constante de
Boltzmann (1,38 x10% NmK™), T la temperatura absoluta (K) y 1 la viscosidad del medio
dispersante (Nsm™). Asi, mediante esta ecuacién, el radio de particula determinado
representa el radio del volumen esférico, que cualquier particula, no necesariamente
esferica, ocupa en su desplazamiento acompafiado de su libre rotacion; este es el
denominado radio hidrodinamico y corresponde aproximadamente a la mitad de la
dimension mas larga de la particula. El radio calculado es indicativo del tamafio aparente

tomando en cuenta los procesos de atraccion y asociacion con moléculas del solvente.

I1.1.2. 2. 1. Desarrollo experimental seguimiento de la cinética mediante dispersion
dinamica de luz (DLS)

En la figura 1 puede observarse una representacion esquematica de un experimento
de dispersion de la luz coman (Teraoka, 2002). Debido a la dependencia del tamafio de
particula con la intensidad de dispersidn de luz, en este trabajo se selecciond esta técnica
con el objetivo de evaluar la cinética de asociacion, la agregacion o el autoensamblaje de
LHr. Para realizar la medicion de Dispersion Dinamica de Luz se tomo una alicuota de 0.1
mL de solucién de proteina stock y se diluyé en 1 mL de solucion salina para
posteriormente realizar la medicion en un instrumento ALV-5000 a un éangulo de

dispersion de 90°. En la figura 2 se muestra una fotografia del equipo.
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Solucion de la muestra

Solvente

Harz incidente

Haz dispersado
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Haz dispersado

Fotodetector

Figura 1. Representacion esquematica de un experimento de dispersion de la luz comun.

Figura 2. Fotografia de equipo de Dispersion Dindmica de Luz (DLS).
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I1. 1. 2. 3. Desarrollo experimental de seguimiento de la cinética mediante medidas de

tension superficial

Para realizar las mediciones de tension superficial, se procedio a tomar 100 pul de
solucion stock en incubacion a los distintos tiempos (min) determinados: 0, 15, 30, 60,
120, 240, 360, 480, 600, 750, 1140, 1620, 1800, 2880, 3000, 4320; Agregando 7 mL de
solucion salina y transfiriendo, posteriormente, las diluciones a una celda de cuarzo para su
medicion en Tensiometro de gota (Drop tensiometer ITC tracker), el cual consta de una
microjeringa unida a un capilar cilindrico sobre la que se forma la gota. Para monitorear la
tension interfacial, del sistema liquido-aire, respecto al tiempo, la celda se colocd en una
camara conectada a un controlador de temperatura y el equipo tomd las iméagenes de la
gota, mediante una videocdmara CCD de alta velocidad, para asi realizar el analisis digital.

(Mobius y Millar, 1998). En la Figura 3 se muestra un esquema del tensiometro de gota.

Motor de presicion 8

Jeringa

Fuente hmminosa e .
Optica v camara

e ] T

Banco optico

Figura 3. Esquema del Tensiometro de gota.
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I1. 1. 4. Determinacion de la Morfologia de Estructuras de LHr

I1. 1. 4. 1. Descripcion de la técnica de Microscopia de fuerza atémica (AFM)

El AFM fue inventado en 1986 por Binning, Quate y Gerber (1986) (Colton et al.,
1997). En el documento original, Binnig et al., (1986) present6 al AFM como una
combinacion de microscopio de efecto tdnel (STM) y un lapiz Optico que puede ser
utilizado para estudiar conductores y aislantes en una escala atdmica. El principio de
funcionamiento del AFM, segin ha explicado Binnig et al., (1986), consiste en un
cantilever con una punta afilada en el extremo se mueve sobre la superficie de la muestra
linea por linea midiendo el patron de lectura y curvas de respuesta a la fuerza de la
interaccion entre la punta y la superficie. Esta flexion vertical del cantiléver se traduce en
informacidn sobre la topografia de la muestra (Hinterdorfer y Dufre, 2006). Desde 1986 el
AFM se ha convertido en una herramienta muy versatil y muy popular. Algunas de las
caracteristicas de AFM modernas incluyen alta sensibilidad de fuerza (capacidad de medir
fuerzas en el rango pico-Newton), alta precision de posicionamiento (del orden de 0,01

nm) y la capacidad de proporcionar imagenes en 3D (Hinterdorfer y Dufre, 2006).

Las fuerzas de atraccion y repulsion entre la superficie de la punta y la muestra causan que
el cantilever se doble (se desvié lejos o hacia la superficie), la deflexién es observada por
un detector como una funcion de la posicion lateral (X, y) es entonces digitalizada para
producir la imagen (Meyer, 1992).

La posicion de la muestra en un AFM es controlado por el escaner piezoeléctrico que
se mueve a través de la muestra en tres dimensiones (X, y, z) con respecto al cantilever.
Alternativamente, en algunos AFM es el voladizo, en lugar de la muestra, que se monta en
el escaner (Colton et al., 1997).En ambos casos, el escaner estd hecho de material
piezoeléctrico. Como el nombre sugiere, este material se basa en el efecto piezoeléctrico,
generacion de una diferencia de potencial a través de las caras opuestas de ciertas
cerdmicas o cristales, como resultado de la tension mecénica aplicada. En un AFM, una
diferencia de potencial se aplica al material de escaner que da lugar a su alargamiento o
contraccion (dependiendo de la polaridad de la tensién) (Veeco, 2000). AFM modernos

utilizan los llamados tubos piezoeléctricos que se construyen mediante la combinacion de
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electrodos piezoeléctricos operados independientemente para cada una de las 3
dimensiones.

El tubo se mueve en la direccién z mediante la aplicacion de un voltaje entre el
interior y todos los electrodos exteriores para inducir la contraccién o elongacion. La
aplicacion de un voltaje a s6lo uno de los electrodos exteriores induce la flexion del tubo,

es decir, el movimiento en las direcciones x y y-direccion.

I1. 1. 4. 1. 1. Desarrollo experimental de morfologia mediante microscopia de fuera

atomica

Para realizar dicha observacion se procedio a tomar 100 pL de solucion stock en
incubacion a los distintos tiempos (min) determinados: 0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480,
600, 750, 1140, 1620, 1800, 2880, 3000, 4320. Posteriormente se vertio la alicuota en un
sustrato solido (mica), la muestra se dejo secar y posteriormente se procedié a observar en
el microscopio de fuerza atomica (AFM) marca JOEL modelo JSPM 4210, utilizando el
modo de no contacto. En la figura 4 podemos observar un esquema de representacion del
AFM y en la figura 5 una fotografia del equipo.

Para la obtencion de las monocapas sobre mica, se realizd el procedimiento
mencionado anteriormente para las monocapas comprimiendo hasta alcanzar una presion
de 30 mN/m transfiriendo a la mica a una velocidad de 1 mm/min. La observacion por
microscopia de fuerza atomica se realizo sistematicamente dentro de un intervalo de entre
10 y 15 minutos después de finalizar la transferencia. Se procedié a observar en el

microscopio.
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Figura 5 Fotografia de equipo de AFM.



I1. 1. 5. Determinacién de Transicién en la Conformacién Estructural de LHr

I1. 1. 5. 1. Descripcion de la técnica de espectroscopia infrarroja con transformadas
de Fourier (FT-IR)

Los espectros en la regién infrarroja estan asociados a las transiciones entre niveles
de energia vibracional; estos niveles corresponden a vibraciones (tensién-contraccion) y
flexiones y otros movimientos complejos de las moléculas. Los modos de vibracion de
cada grupo son sensibles a cambios en la estructura quimica, cambios en las
conformaciones y a interacciones con el medio. La espectroscopia infrarroja (IR) se ha
utilizado para obtener informacién acerca de la composicion quimica, la configuracion, y
la cristalinidad de los materiales poliméricos y bioldgicos (Ostrov y Gazit, 2010). El
intervalo que abarca la espectroscopia infrarroja puede dividirse en tres regiones: infrarrojo
lejano, medio y cercano. En general todas las aplicaciones analiticas caen entre el rango de
4000 y 670 cm™.

La region util que nos interesa para macromoleculas bioldgicas se encuentra en el
intervalo entre 4000 y 1400 cm™. Las bandas de estos espectros son anchas y centradas en
frecuencias de grupos caracteristicos tales como -C=0, -C=N, -N-H, amidas en proteinas,
éster fosfato en acidos nucleicos, etc. La mayoria de estudios de IR se centran en la
caracterizacion de las estructuras secundarias de proteinas mediante el uso de bandas de
absorcion que reflejan los movimientos del enlace peptidico El enlace peptidico produce
hasta 9 bandas caracteristicas, sin embargo, las bandas Amida | y Amida Il son las dos
principales bandas de los espectros IR de proteinas; La banda Amida | es la mas intensa de
las bandas de absorcién en proteinas, entre el intervalo de 1600 y 1700 cm™, estando
asociada principalmente a la vibracion de tension del grupo C=0 (70-85%) y esta
directamente relacionada con la conformacion del esqueleto polipeptidico y el patron de
enlaces de H.

De los 20 aminoacidos proteicos solo, Asp, Asn, Glu, GIn, Lys, Arg, Tyr, Phe, His,
muestran una absorbancia significativa en la regién de 1800 y 1400 cm™ (regién Amida I y
Amida Il) (Bai et al., 2007; Slocik et al., 2009). Estas bandas son conformacionalmente
sensibles, y su posicion se pueden atribuir a una conformacion dominante de proteina, es
decir, héelice-a, hoja- B paralela y antiparalela, giros B o estructuras al azar (Bai et al., 2007;
Slocik et al., 2009).
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La forma de la banda Amida | de las proteinas s caracteristica de su estructura secundaria.
Byler y Susi (1986) publicaron en Biopolymers la primera determinacion de estructuras
secundarias en proteinas a partir de espectros FT-IR. Esta determinacion fue posible por la
disponibilidad de espectros digitalizados con una elevada relacion Sefial/ruido y por la
disponibilidad de ordenadores y de software capaz de realizar las operaciones de analisis
de estos espectros en un tiempo aceptable. La informacion sobre la estructura secundaria
en los espectros IR estd mezclada por el solapamiento de las bandas de diferentes
estructuras. Asi, para obtener informacion estructural hemos de separar las diferentes

contribuciones que se dan en la zona de la banda Amida I, en este caso en particular.

El método utilizado es el método de ajuste de bandas el cual esta basado en la
suposicion de que los espectros de bandas simples (cada banda estrecha caracteristica de
un elemento de estructura secundaria) experimentan un ensanchamiento en disolucién o en
estado solido dando como consecuencia un solapamiento de las bandas y no pueden
distinguirse en la envolvente. En este método se realiza una operacion de correccion del
efecto de ensanchamiento de las bandas, operacion Ilamada desconvolucion, normalmente
mediante la desconvolucion de Fourier (con frecuencia referida errbneamente como
autodesconvolucion por razones histéricas). La finalidad es identificar el nimero y
posicion aproximada de las bandas que componen la Amida I. Con el espectro asi
corregido se realiza un ajuste de bandas en la Amida | por un algoritmo iterativo que
minimiza la desviacion cuadratica media de la envolvente resultante del ajuste y la
experimental. El area de una banda se asigna a una estructura de acuerdo con su posicién
(Byler y Susi, 1986; Goormaghtigh, et al., 1994). Esta asignacion descansa en los
intervalos de aparicion aceptados para las diferentes estructuras secundarias. Este método
ha sido validado por comparacién con los datos de difraccion de rayos X, siendo los
errores absolutos en la estimacion de porcentajes de estructura secundaria del 2-9% (Byler
y Susi, 1986; Goormaghtigh, et al., 1994; Kumosinski y Unrush).

I1. 1. 5. 1. 1. Desarrollo experimental mediante la técnica de espectroscopia

infrarroja con transformadas de Fourier (FT-IR)

Las mediciones se hicieron tras liofilizar la solucion madre de LHr correspondiente a
los 0, 30, 120, 300, 600, 750, 1440 y 3000 minutos de incubacion. Las siguientes

frecuencias vibratorias se han asignado a: 1654 cm-1 para la hélice-a; 1624, 1631, 1637,y
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1675 cm-1 para hojas-p; 1663, 1670, 1683, 1688, y 1694 cm-1 para giros; y 1645 cm-1
para otras estructuras (Dobson, 2003; Gorzny et al., 2010; Ostrov y Gazit, 2010). Las
cantidades relativas de las cuatro estructuras secundarias estan determinadas por las areas

relativas bajo los picos de la banda.

Divisor de haz

Y Espejo

& 2

Compartimento de la muestra,

Figura 6. Esquema de funcionamiento de IR.

I1. 1. 6. Viabilidad Celular

Cada organismo es una Unica célula o bien, estd constituido por un nimero variable de
células. Por lo tanto, para apreciar las capacidades y limitaciones de los organismos vivos
es fundamental comprender algunas de sus propiedades. La naturaleza dindmica de la
célula es particularmente significativa, como se pone de manifiesto por su capacidad de
crecer, reproducirse y especializarse, y por su habilidad para responder a estimulos y
adaptarse a cambios en el medio ambiente; En particular, esta naturaleza dinamica requiere
que cada célula u organulo contenga algun tipo de barrera fisica para controlar el

intercambio entre su medio interno y externo.
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La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado. A partir de aqui,
diferentes grupos de investigacion han desarrollado pruebas in vitro para predecir los los
efectos toxicos de las drogas y los compuestos quimicos, utilizando como modelos
experimentales cultivos primarios y érganos aislados como lineas celulares establecidas.
Estos son capaces de detectar mediante, diferentes mecanismos celulares conocidos, los
efectos adversos de interferencia con la estructura y propiedades esenciales para la
supervivencia celular, proliferacion y / mantenimiento de sus funciones vitales. Dentro de
estos se encuentran mecanismos para evaluar la integridad de la membrana y del
citoesqueleto, el metabolismo, la sintesis y degradacion, liberacién de constituyentes

celulares o productos, regulacion ionica y division celular (Fentem, 1994).

Uno de los ensayos mas conocidos y ya validados es el ensayo de reduccion del
Bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazolio (MTT) (Fentem, 1994). Este
método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el numero de
células presentes en el cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la formacion de un
compuesto coloreado, debido a una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de las
células viables (Shayne, 1999).

El MTT es captado por las células y reducido por la enzima succinico
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan; este queda retenido en las
células y puede ser liberado mediante la solubilizacion de las mismas. De esta forma es
cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se
produce como consecuencia de la reaccion un cambio de coloracion del amarillo al

morado.

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de
las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad
celular, permitiendo obtener informacién acerca de la toxicidad del compuesto que se
evalla. El periodo de exposicion de la sustancia de ensayo varia, puede medirse durante
periodos cortos (1-2 h de tratamiento), o en periodos largos de 24 6 72 h. La D.O debe
medirse al concluir el tiempo de incubacion 550 nm utilizando un filtro de 620 nm como

referencia.
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Los resultados se expresaran como porcentaje (%) de células vivas, segun la

siguiente relacion:

100
% = D.O0 de células tratadas X5 de células controles (D

Las células del epitelio pigmentario retinal humano (células ARPE-19) se
mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) (Sigma), suplementado con 10% de suero
fetal bovino, penicilina 100 uw/mL y estreptomicina 100 pg/mL, en frascos de cultivo
estériles de 75 cm? e incubadas en condiciones estandar (5% CO2 en el aire, 37 °C y 100%
de humedad relativa) hasta lograr la confluencia. EI medio suplementado aporta los
factores de crecimiento, hormonas, minerales, lipidos y otros micronutrientes, que suplen
satisfactoriamente los requerimientos metabolicos que garantizan la proliferacion y

adhesion celular.

Las células fueron sometidas a tripsinacion por 7 minutos con tripsina-EDTA 0.2%,
luego de lavar las mismas con PBS-EDTA. Posteriormente fueron centrifugadas a 1000
rpm por 5 minutos y resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo. Inmediatamente después
se realizd el conteo preparando una solucion de 10 pl de células en medio y 90 pl colorante
azul Tripan. Mediante la tincion con azul Tripan, las células muertas captan el colorante,
mientras que las células vivas no lo hacen, ya que el colorante se une a las proteinas
intracelulares de las celulas muertas por presentar una membrana celular permeable, de

esta forma se descartan del conteo las células tefiidas.

El tratamiento se llevo a cabo en placas de 96 pozos con ~10,000 células por pozo en
100 pL de medio. Se prepararon las tres diluciones de las fibras amiloides correspondientes
a 5mM, 10 mM y 20 mM para los tiempos de incubacion correspondientes a 0, 30, 120,
300, 600, 720 y 3000 minutos, en medio y se le anadieron alicuotas de 50 pL a cada pozo.
La viabilidad celular se evaludé después de 48 h de incubacion con las estructuras de cada
tiempo de incubacion. Después del periodo de incubacion se agregaron 10ul de 3 - (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), a cada pozo, y las muestras se incubaron
durante 4 h. Por ultimo se realiz6 la medicion mediante el lector de microplacas para la
cuantificacion de densidad Optica en el lector de microplacas como se observa en la figura
7.
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Los datos fueron sujetos a analisis estadistico mediante ANOVA usando el programa
estadistico GraphPad Prism version 6.0. La prueba de Comparacion Multiple de Newman-
Keuls fue usada para comparar los datos dentro de cada experimento. Los experimentos
fueron realizados por triplicado. Los valores p< 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Figura 7. Fotografia de lector de microplacas para la cuantificacion de densidad dptica.

I1. 1. 7. Nanovarillas de Oro

I1.1. 7. 1. Formacion de nanovarillas de oro

Las nanovarillas (NV) de oro se prepararon a través de un proceso de crecimiento
de semillas usando &cido ascorbico como reductor. Para realizar este método se afiadieron
nanoparticulas esféricas de oro con diametros de entre 3 y 5nm a una solucion de
crecimiento que contiene HAuCl,, nitrato de plata, &cido ascorbico y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). La sintesis se llevé a cabo variando la concentracion de
acido ascorbico a 0.75 mM, 1.00 mM, 1.25 mM, 1.75 mM.

Il. 1. 7. 2. Métodos de crecimiento mediado por semillas

Se utilizé el método de crecimiento mediado por semillas, el cual es una forma de
sintesis utilizada para obtener NPs de tamafio y forma bien definidos. La sintesis consistio

en preparar una solucion con particulas precursoras, denominadas semillas, que actuan
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como sitios de nucleacién para generar nanoparticulas mas grandes en el seno de una
solucion de crecimiento preparada, previamente, con sal de oro y un agente estabilizador
(CTAB) y écido ascérbico como agente reductor; éste se utiliza para reducir Au*®a Au*;
y solo en la presencia de semillas del Au™ se reducen a Au’; por lo tanto, el Au° reducido

puede depositarse sobre la superficie de las semillas.

I1. 1. 8. Conjugacion de NV de oro con péptidos

Las NV de oro se conjugaron primeramente agrando PEG-OMe (1 mM) en
solucién de NV de oro con valores de absorbancia de 1 y se mantuvo en agitacion durante
10 minutos; posteriormente se procedié a agregar PEG-COOH (1 mM) a la solucién de
NV-PEG-OMe, previamente centrifugada por 5 minutos a 1400 rpm Yy resuspendida en
agua, y se mantuvo en agitacion durante 1 hora. Luego de esto la solucién se centrifugd
durante 10 minutos a 1400 rpm. Al pellet obtenido se le agregd NHS (0.5 mg/ mL) y EDC
(0.2 mg/ mL) para la activacion de —COOH en buffer MES. Luego de la activacion de —
COOH se agrego péptido D1 y péptido Angiopep-2 en relacion 1:9 respectivamente.

Il. 1. 9. Espectrofotometria UV-Vis

Cuando una molécula determinada absorbe radiacion UV-visible, la energia
absorbida excita electrones de orbitales de mas baja energia a orbitales de mas alta energia
en la molécula. La méaxima absorcion UV-visible ocurre a una longitud de onda
caracteristica de la estructura molecular y se puede determinar a partir de una gréafica de
intensidad de absorcion (absorbancia) contra longitud de onda de la radiacion absorbida
(Moore et al., 2000). Cuando la radiacion interacciona con la materia, pueden ocurrir
varios procesos como reflexién, dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia
(absorcién y reemision) y una reaccion fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En
general, cuando se miden espectros UV-visible, solo es deseable que ocurra absorbancia.
Como la luz es una forma de energia, la absorcion de la luz por la materia causa que
aumente el contenido de energia de las moléculas (o0 &tomos).

La energia potencial total de una molécula, generalmente se representa como la
suma de sus energias electronica, vibracional y rotacional:

Etotal = E electrénica + E vibracional + E rotacional
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La cantidad de energia que una molécula posee en cada forma no es un continuo,
sino una serie de niveles o estados discretos. Las diferencias de energia entre los diferentes
estados siguen el orden: E electronica > E vibracional > E rotacional

En algunas moléculas y atomos, los fotones de luz UV y visible tienen suficiente
energia para causar transiciones entre los diferentes niveles. La longitud de onda de la luz
absorbida es aquella que tiene la energia requerida para mover un electron desde un nivel
de energia inferior a uno superior. Estas transiciones deben resultar en bandas de
absorbancia muy estrechas, a longitudes de onda caracteristicas de la diferencia entre los
niveles de energia de las especies absorbentes. Sin embargo en las moléculas, los niveles
de energia vibracional y rotacional estdn superpuestos sobre los niveles de energia
electronica. Como pueden ocurrir muchas transiciones con diferentes energias, las bandas
se ensanchan. El ensanchamiento es incluso mayor en las disoluciones, debido a las
interacciones disolvente-soluto.

Un instrumento para medir la absorcion de radiacion UV y visible esta construido
de una o maés fuentes de luz, un selector de longitud de onda, un recipiente de muestra,
transductores de radiacion, un procesador de sefial y dispositivos de lectura. Instrumentos
de haces individuales varian ampliamente en sus caracteristicas de complejidad vy
rendimiento. Los méas simples consisten de una bombilla de tungsteno como la fuente, un
filtro de vidrio conjunto para la seleccion de longitud de onda, un tubo de ensayo para los
titulares de la muestra, una célula fotovoltaica como el transductor, y un analogmeter como
el dispositivo de lectura. Otros instrumentos sofisticados tienen fuentes de tungsteno y
lampara de deuterio intercambiables, utilizan una célula de silice rectangular, y estan
equipadas con una alta resolucion de rejilla monocromador con hendidura variable. Tubos
fotomultiplicadores se usan como transductores, y la salida es a menudo digitalizada,
tratados y almacenados en un ordenador de manera que puede ser la impresora o

representan en varias formas (Clarke et al., 2004).

Il. 1. 10. Balanza de Langmuir-Blodgett

La bicapa lipidica es una estructura muy dificil de estudiar pues presenta ciertas
limitaciones como ser muy delgada y fragil. Sin embargo, durante los ultimos afios algunas
técnicas se han desarrollado para permitir la investigacion de su estructura y funcion.

Mediante la técnica de Langmuir-Blodgett es posible organizar moléculas

individuales en estructuras ordenadas en dos dimensiones, por lo que el interés en esta
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técnica, radica en la posibilidad de construir sistemas modelo de superficies bioldgicas, asi
como preparar peliculas organicas de interés en electronica molecular.

La mayoria de las bicapas naturales estdn compuestos principalmente por
fosfolipidos, esfingolipidos, la esfingomielina y los esteroles como el colesterol. de los
fosfolipidos, el grupo més comin es la fosfatidilcolina (DPPC), que representan
aproximadamente la mitad de los fosfolipidos en la mayoria de células de mamiferos
(Yeagle et al., 1993). La PC tiene una cabeza polar anfipatica, ya que tiene una carga
negativa (grupo fosfato) y una carga positiva (grupo amina), debido a que estos en ciertas

condiciones estan ionizados.

Otros grupos también estan presentes en diversos grados y pueden incluir la
fosfatidilserina (DPPS) fosfatidiletanolamina (DPPE) y fosfatidilglicerol (DPPG). Estos
grupos a menudo confieren funcionalidad bioldgica especifica, por ejemplo, la presencia
de la fosfatidilserina (DPPS) en la cara de la membrana extracelular de los eritrocitos es un
marcador de la apoptosis celular (Fadok, et al., 1998) mientras que la presencia de PS en
vesiculas de la placa de crecimiento Gsea, es necesaria para la nucleacion de cristales de

hidroxiapatita y la mineralizacion 6sea (Anderson et al., 2005).

La balanza de Langmuir consiste en una tina rectangular de teflon la cual se llena
con agua como subfase, con barreras moviles para delimitar con ellas el area de superficie.
Las isoterma Langmuir nos permite obtener informacién sobre el estado termodinamico
gue presenta una monocapa a una temperatura determinada, ya que a través de ella se
pueden identificar transiciones de fase que nos indican cambios termodinamicos que
ocurren en la monocapa de Langmuir y a la vez obtener informacion sobre el area
aproximada que ocupan las moléculas. Estos cambios son casi analogos a los estados mas
comunes que son el gas, liquido y sélido. Los cambios de fase mencionados anteriormente,
se pueden identificar facilmente mediante el control de la presion superficial (IT). La
presion superficial IT (N/m) es una variable termodinamica que refleja el cambio en la
energia libre de la superficie cuando se aumenta el area.

Cuando una sustancia anfifilica se deposita sobre la superficie del agua, este se
extiende para cubrir toda el area disponible. Cuando una sustancia anfifilica se deposita
sobre la superficie del agua, este se extiende para cubrir toda el area disponible. El
indicador mas importante de las propiedades de la monocapa se obtiene midiendo la

presion de superficie en funsion del area de superficie que es correspondiente a cada
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molécula, esto a una temperatura constante. Si esta area es grande, la distancia entre
moléculas adyacentes también es grande, lo que significa que sus interacciones entre ellos
mismos son debiles. En este caso, la monocapa se comporta como un gas de dos
dimensiones y tiene poco efecto sobre la tension superficial del agua. Sin embargo, cuando
el area disponible se reduce utilizando las barreras, las moléculas anfifilicas comienzan a
tener un efecto repulsivo entre ellas. Este efecto es un analogo en dos dimensiones de la

presion superficial, IT (N/m) y se define:

T=Yo—Y (2)

donde, y, es la tension superficial sin el surfactante y y es la tension superficial

con el tensioactivo presente formando una monocapa a un area determinada.

Para medir la presion de una monocapa en la interfase agua- aire se utiliza
siempre como referencia la energia superficial del agua: yo= 73 mJ m-? y y la tensién

superficial en presencia de la monocapa a un area determinada.

Esta medicion de la presion se obtiene mediante la determinacion de la fuerza
debida a la tension superficial en una placa suspendida por encima y parcialmente
sumergida en la subfase, denominada Placa de Wihelmy. La fuerza se convierte entonces
en la tensién superficial usando las dimensiones de la placa. Esta placa esta hecha de papel
de cromatografia, pero puede ser de una variedad de materiales. La Figura 8 muestra las
dimensiones (anchura w, la longitud I, el espesor t) de una placa parcialmente sumergida a

una profundidad h.

-

Figura 8. La placa de Wilhelmy parcialmente sumergida en la subfase.
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Substancia amfifilica
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Figura 9. Esquema de formacion de monocapa de Langmuir y obtencion de Isoterma de
compresion y peliculas de LB.

En la figura 9 se muestra la deposicion de moléculas anfifilicas sobre la superficie
del agua y la formacion de una monocapa de Langmuir, asi como la obtencion de la
isoterma correspondiente. Las moléculas son esparcidas por toda la superficie hasta
alcanzar los bordes exteriores de la Balanza de Langmuir, la cual contiene agua.
Posteriormente, las barreras “barren’la superficie, comprimiendo asi la monocapa. Las
moléculas se compactan hasta ordenarse de tal forma que los grupos hidrofilicos queden en
contacto con el agua y los grupos hidrofobicos queden orientados hacia el aire,
incrementando de esta manera la presion superficial dando como resultado estas

transformaciones mencionadas anteriormente.

La forma de la isoterma depende de las interacciones laterales entre moléculas.
Esta, a su vez, depende del empaquetamiento molecular, que esta influenciado por factores
tales como el tamafio del grupo hidrofilico, la presencia de grupos polares, la longitud y el

numero de cadenas de hidrocarburos, y su conformacion.

Tipicamente en el estado gaseoso (G) las moléculas estan lo suficientemente
separadas en la superficie del agua y no hay interaccion de las moléculas fosfolipidicas en
la interface. Conforme se reduce el area de superficie de la monocapa, las cadenas
hidrofobas de las moléculas comienzan a interactuar, observandose la fase de liquido
expandido (E). En esta etapa, las moléculas en la superficie del agua estan en una
conformacién aleatoria con sus grupos polares en contacto con la subfase. Si se continta
reduciendo el area molecular progresivamente, puede aparecer una fase condensada (C) En
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fase condensada las moléculas estan estrechamente empaquetadas y orientadas con los
grupos hidréfobos hacia fuera de la superficie del agua, esta representacion puede

observarse en el esquema de la figura 10.

I1. 1. 11. Composicion de modelo de membrana endotelial

Se prepararon dos tipos de mezclas de fosfolipidos a esparcir sobre la subfase
compuesta por buffer de fosfato a pH 7.4 para modelar la composicion de una membrana
endotelial. Se preparé una solucion madre de cada uno de los fosfolipidos a una
concentracion de 1mg/mL en el caso de la fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilserina
(DPPS), esfingomielina (SM) y a wuna concentracion de 1.2 mg/mL de
fosfatidiletanolamina (DPPE) en el caso de la mezcla que contenia este ultimo fosfolipido,

todos ellos en una solucion de cloroformo como disolvente por su alta volatilidad.

La solucion de mezcla para el modelo de membrana se preparé variando los

porcentajes como puede observarse en la tabla I:

monocapa
aire N\ barrera

- .

25-50mN m* S liquido

Incremento de
presidn superficial

Tt
(MmN m?)

0.20 0.25 0.50 10.0

o (nm?molecule?)
Figura 10. Diagrama esquematico de una isoterma de presion-area. Las distintas regiones

representan las fases que las exposiciones monocapa de surfactante durante la compresion
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Tabla I. Composicion de mezclas de fosfolipidos

MMCE DPPC/PS/PE y SM MMCE DPPC/PSy SM

Fosfolipido Porcentaje | Fosfolipido Porcentaje (%)
(%)

Etanolamina (DPPE) 19.78 Fosfatidilcolina | 55.6

Fosfatidilcolina (DPPC) | 38.6 Fosfatidilserina | 17.1

Esfingomielina (SM) 29.2 Esfingomielina | 27.3

Fosfatidilserina (DPPS) | 12.4

Il. 1. 12. Preparacion y limpieza de la balanza de Langmuir

Previo a comenzar cada uno de los experimentos se procedié a la calibracion (nivel,
area y presion) de la balanza. La superficie interna de la balanza fue limpiada con etanol y
cloroformo aplicandolos con ayuda de un algoddn hasta remover el polvo y grasas que
puedan encontrarse en la superficie. Al colocar un volumen de 480 mL de agua ultra pura
(18 MQ-cm) en la balanza se procedi6 a cerrar las barreras procurando que la presién no
aumentara de 0.2 mN/m, valor indicado como apropiado para trabajar.

I1. 1. 13. Formacion de monocapas de mezcla de MMCE de la BHE de
DPPC/DPPS/DPPE y SM a 25°C en interfase aire- agua

Se prepard un buffer de fosfatos pH 7.4 (NaH,PO, y Na,HPQO,), agua ultra pura 18
MQ-cm de resistividad, para utilizarlo como subfase. Se depositd sobre la balanza un
volumen de 480 mL de buffer; posteriormente un volumen de 50 pL de la mezcla de
fosfolipidos fue esparcida sobre la subfase con una microjeringa y se esperd 15 minutos
para la evaporacion del solvente intentando tener Unicamente fosfolipidos sobre la subfase.
Hecho esto, se realizd la obtencion de las isotermas correspondientes a una velocidad de

20cm?/min controlando la temperatura con un circulador de agua.
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I1. 1. 14. Isotermas de adsorcion NV de oro en monocapas de mezcla de MMCE de la
BHE

Un volumen de 200 pL. de nanonvarillas de oro fueron depositados en 480 mL de
buffer con la finalidad de que las nanovarillas (NV) se homogenizaran en la subfase;
posteriormente la subfase con las NV fue depositada sobre la balanza. Teniendo la subfase,
un volumen de 50uL de la mezcla de fosfolipidos fue esparcida cuidadosamente sobre la
subfase con una microjeringa y se esperd 1 hora para estabilizar. Se realizo la obtencion de
las isotermas correspondientes a una velocidad de 1 cm?min y manteniendo la
temperaturas a 25°C controlada por un circulador de agua. Los experimentos se realizaron
para Au NV sintetizadas variando las concentraciones de acido ascorbico: .075 mM, 1mM,
1.25mMy 1.75 mM.

I1. 1. 15. Peliculas de Langmuir- Blodgett

La transferencia de las peliculas se realizd a una presion de 30 mN/m y una
velocidad de 1 mm/min, esto con la finalidad de regular el proceso de transferencia en el
sentido de que al mantener una velocidad baja, la estructura o arreglo molecular de la fase
no se viera afectada al momento de la transferencia de la monocapa al sustrato sélido de la

mica.

I1. 1. 16. Caracterizacion de las monocapas por medio de AFM

Para la obtencion de las monocapas sobre mica, se realizo el procedimiento
mencionado anteriormente para las monocapas comprimiendo hasta alcanzar una presion
de 30 mN/m transfiriendo a la mica a una velocidad de 1 mm/min. Sisteméaticamente la
observacién por microscopia de fuerza atomica se realizd dentro de un intervalo de entre
10 y 15 minutos después de finalizar la transferencia. Se procedié a observar en el
microscopio de fuerza atomica (AFM) marca JEOL modelo JSPM 4210, utilizando el

modo de no contacto.
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Il. 1. 17. Formacion de monocapas de mezcla de MMCE de la BHE

Se depositd sobre la balanza un volumen de 50 mL de buffer; posteriormente un
volumen de 10 pL de la mezcla de fosfolipidos fue esparcida sobre la subfase con una
microjeringa y se esper0 15 minutos para la evaporacion del solvente intentando tener
unicamente fosfolipidos sobre la subfase. Hecho esto, se realizd la obtencion de las
isotermas correspondientes a una velocidad de 1 cm?min controlando la temperatura con

un circulador de agua.

I1. 1. 17. 1. Isotermas de adsorcion de NV de oro conjugadas con péptidos en MMCE
de la BHE

Un volumen de 50 pL de nanonvarillas de oro fueron depositados en 50 mL de
buffer con la finalidad de que las Au NV de oro se homogenizaran en la subfase;
posteriormente la subfase con las Au NV fue depositada sobre la balanza. Teniendo la
subfase, un volumen de 10uL de la mezcla de fosfolipidos fue esparcida cuidadosamente
sobre la subfase con una microjeringa y se esperd 1 hora para estabilizar. Se realizé la
obtencion de las isotermas correspondientes a una velocidad de 1 cm?min y manteniendo
la temperaturas a 25°C controlada por un circulador de agua. Los experimentos se
realizaron para Au NV sintetizadas con 1 mM de acido ascorbico, Au NV conjugadas con
péptido Angiopep-2/D1, y blancos de CTAB, péptido D1, péptido Angiopep-2.

I1.1.17. 2. Isotermas de adsorcion de LHr en MMCE de la BHE

Para estudiar el comportamiento de la barrera hematoencefalica, se requiere imitar
el entorno interfacial en el que se podria llevar a cabo la interaccion entre las determinadas
moléculas, en este caso soluciones de proteina de LHr y una membrana modelo. El estudio
de la interaccion entre BHE vy las fibras tipo amiloides puede ser analizado mediante
interacciones no especificas, simplificandolo, dado la complejidad de las membranas
bioldgicas naturales, a un modelo por medio de la técnica de Lagmuir-Blodgett. Las
interacciones fisicoquimicas de la superficie, se pueden utilizar como un modelo que pueda

imitar las membranas bioldgicas, lo que tiene una inmensa importancia en el estudio de las
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enfermedades relacionadas con las fibras tipo amiloide con respecto a un entorno de
lipidos de membrana.

Un volumen de 1 mL de los tiempos de incubacién correspondientes a 0, 30, 120,
300, 600, 750 y 3000 minutos de LHr, fueron depositados en 480 mL de buffer con la
finalidad de que las nanovarillas se homogenizaran en la subfase; posteriormente la subfase
con las nanovarillas fue depositada sobre la balanza. Teniendo la subfase, un volumen de
50uL de la mezcla de fosfolipidos fue esparcida cuidadosamente sobre la subfase con una
microjeringa y se esper0 1 hora. Se realizo la obtencion de las isotermas correspondientes a
una velocidad de 1cm?min y manteniendo la temperaturas a 25°C controlada por un
circulador de agua.

I1. 1. 18. Peliculas de Langmuir- Blodgett

Mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, es posible depositar una pelicula de una
monocapa sobre un sustrato sélido, o construir multicapas por deposiciones sucesivas de
monocapas. En este caso, esta técnica se llama Langmuir-Blodgett y las peliculas se
denominan peliculas de Langmuir-Blodgett (LB). Una monocapa se adsorbe
homogéneamente con cada inmersion. Estas peliculas LB son de gran interés ya que
permiten la construccion de apilamientos capas funcionales que se pueden utilizar en
dispositivos electronicos moleculares, tales como sensores de gas, diodos o en dispositivos
semiconductores como aislantes en transistores.

La transferencia de las peliculas, figura 11, se realiz6 a una velocidad de 1
mm/min, esto con la finalidad de regular el proceso de transferencia en el sentido de que al
mantener una velocidad baja, la estructura o arreglo molecular de la fase no se vea

afectada al momento de la transferencia de la monocapa al sustrato solido de la mica.
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Figura 11. Representacion esquematica de formacion de una pelicula de Langmuir-
Blodgett.

I1. 1. 19. Peliculas de Langmuir- Blodgett bicapa lipidica con solucion de LHr

Mediante Langmuir-Blodgett, se realizé una transferencia a un sustrato solido de
una multicapa, especificamente, una bicapa lipidica por deposicion sucesiva.
Posteriormente, se procedié a depositar la mica con la bicapa del MMCE de la BHE
transferida en ella, a un vaso de precipitado con PBS y solucion de LHr de un estadio
correspondiente a 750 minutos de incubacion. El sustrato con la bicapa se dejé reposando
en la solucion 5 minutos y posteriormente la mica fue observada en el microscopio de

fuerza atbmica AFM.
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CAPITULO Il

I11. FIBRAS AMILOIDES

Las proteinas pueden ser consideradas como los arquitectos de la vida pues, son
cruciales en todo proceso celular. La funcion bioldgica correcta de las proteinas depende
de su auto-ensamblaje en estructuras bien definidas y altamente ordenadas. Por otro lado,
el plegamiento incorrecto de proteinas y el montaje anormal estan relacionados en mas de
30 trastornos humanos, incluyendo la enfermedad de Alzheirmer, diabetes mellitus tipo I,
entre otras. La patologia de estos trastornos puede estar relacionada con el auto-ensamblaje
de péptidos amiloidogénicos en diversas formas de agregados transitorios tales como
oligdbmeros, protofibras, fibras de amiloide. La lisozima humana recombinante (LHr) es
una enzima bacteriolitica, ampliamente distribuida en una variedad de tejidos y fluidos
corporales y se ha relacionado en la formacién de depdsitos de amiloide en la amiloidosis
sistémica hereditaria autosomica. En este trabajo se monitorizo la formacién de fibras de
amiloide de LHr, in vitro, por aumento de fluorescencia de ThT, DLS, tension superficial;
aspectos de su morfologia y transicion de estructura secundaria obtenidos mediante AFM e
IR respectivamente. La actividad citotoxica de las formas transitorias de LHr, fue probada
en la linea celular ARPE-19, ademaés del estudio en un modelo de membrana de células

endoteliales.

I11. 1. Jerarquia de la Estructura de las Proteinas

Una molécula de proteina esta formada por una larga cadena de aminoacidos, cada
uno de los cuales esta unido a su vecino mediante un enlace covalente peptidico, como
puede observarse en la figura 12. Por ello, a las proteinas también se les conoce como
polipéptidos. Cada tipo de proteina tiene una secuencia Unica de aminoacidos y se conocen
muchos miles de diferentes proteinas, cada una de ellas con su particular secuencia de
aminoacidos. La secuencia repetida de atomos a lo largo de la cadena se conoce como el
esqueleto peptidico. Las cadenas polipeptidicas tienen dos grupos terminales: por un lado,
poseen un grupo amino con polaridad positiva y, por el otro, un grupo carboxilico con
polaridad negativa. Por convencion, el grupo amino se ha considerado el principio de la
cadena de polipéptido. Unidas a esta cadena repetitiva estan aquellas partes de los

aminoéacidos, cadenas laterales, que le confieren a cada uno de los aminoacidos sus
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propiedades caracteristicas. Algunas de las 20 cadenas laterales son apolares e
hidrofobicas, otras estan cargadas positiva o negativamente, algunas forman enlaces
covalentes, etc. (Fersht, 1999).

Alanina Gicna O™ Acido ghtdmico o, Serina
OH

Polipeptido terminal

Figura 22. Formacion de enlaces peptidicos entre el grupo amino de un aminoacido y el

grupo carboxilo de otro aminoacido que conforma la cadena polipeptidica.

I11. 1. 1. Estructura primaria de proteinas

A la secuencia de aminoacidos en la cadena, se le denomina estructura primaria y
esta informacion se encuentra codificada en los genes presentes en el acido
desoxirribonucleico. La estructura primaria (informacion secuencial) de la proteina,
determina la estructura tridimensional (informacion conformacional) y, a su vez, determina

la funcion biologica, que ejerce mediante el reconocimiento molecular (Fersht, 1999).

I11. 1. 2. Estructura secundaria

La estructura secundaria de la proteina se construye alrededor de las unidades
unidimensionales del enlace peptidico. La estructura secundaria de un segmento de la
cadena de polipéptido se define como las disposiciones espaciales de sus atomos de la
cadena principal, sin tener en cuenta la conformacion de sus cadenas laterales o de su

relacibn con otros segmentos. La estructura secundaria se organiza en elementos
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repetitivos regulares, tales como hélices a y hojas B que estdn unidas por bucles. El examen
de un gran nimero de proteinas revela otras caracteristicas, tales como la organizacion
hélices-o u hojas-B en motivos recurrentes conocidas como estructuras super secundarias
(Fersht, 1999).

La estructura secundaria de las proteinas depende de 4 factores: i) la longitud de los
enlaces y angulos de los enlaces peptidicos; ii) la disposicion coplanar de los atomos
sustituidos en los grupos amida, iii) los enlaces de hidrogeno formados por los grupos
funcionales -C=0 y —NH, con el fin de mantener estabilidad estructural: iv) la distancia de

los enlaces de hidrégeno que se forman (Sun, 2004).

I11. 1. 3. Estructura secundaria: hélices-a y hojas-p

Tras el analisis de la estructura de la molécula de mioglobina, realizado por
Kendrew en 1958, tomo fuerza la interrogante sobre los mecanismos que utiliza la proteina
para generar estructuras termodindmicamente estables. Planteandose que el mecanismo
principal en el plegamiento de las proteinas es de carécter fisico y se debe a la interaccion
entre los aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos con las moléculas de agua (H,0),
aquellos aminoacidos hidrofdbicos tienden a agruparse en el interior de la macromolécula,
evitando el contacto con el medio acuoso. Mientras que los grupos hidrofilicos tienden a
ocupar la superficie exterior, quedando expuestos a la interaccion atractiva con las
moléculas del disolvente (Fersht, 1999). Para aglutinar a los aminoacidos hidrofébicos en
el interior de la molécula, los atomos del Ca correspondientes deben también agruparse en
el interior. Sin embargo, se sabe que la cadena principal de atomos de carbono Ca es
basicamente de caracter polar. Para anular la interaccion polar de la cadena Ca con las
moléculas de H,O, se requiere la presencia de puentes de hidrogeno que balanceen esta
interaccion. La formacidn de los puentes de hidrogeno conduce a la formacién de dos tipos
de estructuras en el interior de la macromolécula: las hélices-a y las hojas-B, como se
observa en la figura 13. Ambas estructuras, conocidas como estructuras secundarias, se
caracterizan por la formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos amino (-NH,) y los
grupos carboxilicos (-COOH) de la cadena principal. La mayoria de las proteinas estan
constituidas por combinaciones de estas dos estructuras secundarias, conectadas entre si
mediante cadenas de aminoacidos con forma irregular, hebras de enlace (loop regions).

En el siguiente nivel de organizacion de los aminoacidos, distintas estructuras

secundarias se agrupan entre si para formar lo que se conoce como un dominio. Por
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convencion, se llama dominio a un conjunto de hélices-a, hojas-P y hebras de enlace que
pueden plegarse en forma simultanea e independiente de las partes restantes de la proteina
y que ademas realiza una funcion especifica (Fersht, 1999) como puede observarse en la

figura 13.

Figural3. Estructura secundaria de proteinas

I11. 1. 4. Estructura terciaria

La disposicion en el espacio de todos los &tomos en una unica cadena polipeptidica,
0 en las cadenas unidas covalentemente, se denomina estructura terciaria. Se han
identificado cuatro clases de moléculas de proteina, sobre la base de diferentes
combinaciones de estas estructuras: a/a, B/p, o/p (Fersht, 1999). La fuerza motriz para el
plegamiento de proteinas parece ser la agrupacion de las cadenas laterales hidréfobas para
minimizar la superficie de contacto con el agua. Los requisitos basicos para plegado son,
por lo tanto: a) que las estructuras sean compactas y asi minimizar el area de superficie
hidr6foba que estan expuestos a disolvente, b) que los grupos de puentes de hidrogeno
estén emparejados.
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La forma general de la estructura secundaria determina su modo de ensamblaje
(Fersht, 1999). Considerando que la estructura secundaria se refiere a la disposicion
espacial de los residuos de aminoacidos que son adyacentes en un segmento de una
estructura de polipéptido, la estructura terciaria incluye aspectos de largo alcance de la
secuencia de aminoacidos. Los aminoacidos que estdn muy separados en la secuencia de
polipéptido y estan en diferentes tipos de estructura secundaria pueden interactuar dentro
de la estructura completamente plegada de una proteina. Es decir, la estructura terciaria
emerge de la distribucion de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos. En su
lugar, las partes méas profundas de las proteinas consisten casi por completo de los residuos
no polares. Por otra parte, los residuos cargados por lo general estan ausentes en el interior
de las proteinas. Sin embargo, tanto los residuos polares y no polares se pueden encontrar
en la superficie de la proteina.

En medio acuoso, el plegamiento de proteinas es impulsado por la fuerte tendencia de los
residuos hidrofébicos a ser excluidos del agua (el sistema es termodinamicamente estable
cuando los grupos hidrofobos se agrupan en lugar de extenderse en los alrededores
acuosas). Por consiguiente, la cadena polipeptidica se pliega de manera que sus cadenas
laterales hidrofobicas estan enterradas y las cadenas polares son cargadas en la superficie.
Muchas hélices-a y hoja-p son anfipaticas, ya que ambas estructuras secundarias tienen
una cara hidrofobica que apunta hacia el interior de las proteinas, y un rostro mas polar que
apunta a la solucion. Los dominios enterrados en un entorno hidréfobo se estabilizan por
enlaces de hidrogeno mediante el emparejamiento de todos los grupos amino y acido
carboxilico. Este emparejamiento se realiza de forma ordenada en una estructura de hélice-
a Y hoja-B. Las interacciones de Van der Waals entre las cadenas laterales cercanas de
hidrocarburos también contribuyen a la estabilidad de la estructura terciaria de proteinas
(Berg et al., 2003).

I11. 1. 5. Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria se refiere a la asociacion de varias cadenas polipeptidicas
(con estructura terciaria) unidas por fuerzas débiles como enlaces de hidrégeno,
interacciones hidrofobas e interacciones como puentes disulfuro y la ligadura de iones

metalicos. En este nivel estructural, los conjuntos de proteinas compuestas de mas de una
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cadena polipeptidica se denominan oligdbmeros, y cada cadena individual se denomina
subunidad, figura 14.

Figura 14. Esquema de niveles estructurales de las proteinas.

I11. 2. Plegamiento Incorrecto y Disfuncion Celular

Todos los organismos vivos poseen complejos sistemas multiproteicos presentes en
los diferentes compartimientos celulares donde ocurre la sintesis de proteina, los cuales
controlan y asisten el correcto plegamiento de estas nuevas moléculas proteicas y eliminan
a las que no consiguen plegarse correctamente, asi como a las que, habiendo alcanzado
previamente su estado nativo, lo han perdido por el efecto de condiciones ambientales
adversas. Uno de los componentes fundamentales de los sistemas de control del
plegamiento, entre las méas importantes son las chaperonas moleculares (Lee et al., 2005).

Un gran numero de enfermedades graves como el mal de Parkinson, la enfermedad de
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Alzheimer, enfermedad de Huntington, diabetes tipo Il, la amiloidosis sistémica, por
mencionar algunas, estan asociados con la deposicion de agregados proteicos insolubles en
varios organos Yy tejidos humanos (Glabe, 2006; Stefani, 2004). El descubrimiento de esta
correlacion ha centrado el interés en el plegamiento de proteinas y la agregacion. Las
proteinas que en general cumplen roles funcionales especificos, se vuelven inactivas
cuando forman especies de agregados prefibrilares y formas insolubles de amiloides
(Bergstrom et al., 2005; Morozova-Roche et al. ,2000; Pepys et al.,1993).

En la actualidad se tiene conocimiento sobre méas de 30 proteinas que pueden llegar
a formar agregados tdxicos, cada una de las cuales estd asociada con una enfermedad
particular (Kastorna et al., 2012). La evidencia creciente apoya la idea de que la formacion
de amiloide es una caracteristica genérica de la cadena polipeptidica, independientemente
de la secuencia especifica de aminoécidos (Chiti et al., 1999; Stefani, 2008). Por ejemplo,
segun Dobson (1999), padecimientos como la fibrosis quistica y el enfisema pulmonar
familiar, comparten una conexion clara entre el plegamiento anormal de una proteina y una
disfuncion celular especifica. Los factores, tales como pH &cido, alta temperatura, la falta
de ligando o concentraciones moderadas de sales, pueden reducir la estabilidad

conformacional de una proteina 'y provocar con ello la agregacion.

El plegamiento in vitro de las proteinas ha sido extensamente estudiado mediante el
empleo de una amplia variedad de métodos espectroscépicos y biogquimicos, asi como
mediante simulaciones computacionales (Oliveberg et al., 2005). En muchas de las
proteinas afectadas, se alteran los mecanismos moleculares que normalmente aseguran la
permanencia de las proteinas en sus estados funcionales correctamente plegados.

Las mutaciones puntuales en algunas proteinas, como lisozima, pueden reducir su

estabilidad respecto de la forma nativa permitiendo un plegamiento cooperativo transitorio.

I11. 2. 1. Fibras de amiloide

Las fibras de amiloide estdn conformadas por dos filamentos helicoidales que
tienen de entre 7 a 10 nm de didmetro. Los filamentos que componen las fibras miden
entre 1.5-2.0 nm de didmetro, y estan trenzados una alrededor de la otra (Stefani, 2004).
Una caracteristica que define a estas fibras es la presencia de estructura de hoja- cruzada,
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revelada por estudios de difraccion de rayos X, dicroismo circular, RMN y RPE (Chiti et
al.,, 1999; Kayed et al., 2003; Tycko, 2004). Las hebras de filamentos, o los
protofilamentos, son estabilizados tanto por enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares,
interacciones hidrofobas e interacciones de pares idnicos y por el entrecruzamiento de
hojas-p orientadas en paralelo, y hebras- B perpendicular al eje de las fibras. En la figura
15 puede apreciarse la estructura tipica del entrecruzamiento de hoja-B, en una columna
formada por diferente nimero de hebras beta, protofilamentos, trenzados entre si, ya sea en
arreglos compactos o empaquetamiento de en forma de cinta, o cremallera. Por otro lado
en la figura 16 puede apreciarse una imagen de difraccion de rayos X; en esta, las flechas
indican las posiciones de la reflexion B-cruzada en el meridiano situado a 4,7 A y en el
ecuador a 10 A. (Makin et al., 2006).
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Figura 15. Entrecruzamiento de hojas-p que conforma la estructura de los protofilamento.
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Figura 16. Estructura tipica del entrecruzamiento de hoja-p.
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I11. 3. Lisozima humana

Lisozima humana es una proteina de 130 residuos y pertenece a la clase de tipo C
de lisozimas. La estructura de la proteina se ha estudiado en detalle por cristalografia de
rayos X y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de alta resolucion. Se divide en
dos dominios: un dominio-o (Residuos 1-40 y 83-100) y un dominio-f (residuos 41-82). El
dominio-a. comprende cuatro hélices (denominados A, B, C, y D) y dos hélices 310. El
dominio-B comprende un triple trenzado de hojas 3, una hélice 319, ¥ un bucle largo. En la
figura 17 puede observarse la estructura de lisozima humana (Koradi et al. 1996).

La proteina tiene cuatro puentes disulfuro de los cuales dos se encuentran en el
dominio-a (C6-C128, C30-C116), y uno en el bucle largo del dominio-f (C65-C81), el
enlace disulfuro restante une los dos dominios (C77-C95), figura 17. El sitio activo de la
enzima se forma en la hendidura entre los dos dominios de las cadenas laterales de E35 y
D53 jugando un importante papel en la funcién catalitica de la lisozima. (Muraki et al.,
1987).

La lisozima humana (LH) esta ligada a la forma de amiloidosis como resultado de
una mutacion en uno o més de los siguientes genes: gen de la lisozima (LYZ el gen LYZ,
situado en el brazo largo del cromosoma 12 (12g15), que codifica a la lisozima humana.
En este tipo de amiloidosis se afectan los 6rganos internos, pero no se afecta el sistema

nervioso.
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Figura 17. Estructura de lisozima humana (Koradi et al., 1996).

I11. 4. Amiloidosis Sistémica por Lisozima

La amiloidosis sistémica por lisozima es una enfermedad hereditaria, asociada con
la deposicion de fibras amiloide en bazo, higado y rifién (Pepys et al., 1993). Estas fibras
se componen de variantes mutantes de la proteina lisozima (Mossuto et al., 2010; Takano
et al.,, 2001). La relacion general entre las mutaciones, despliegues parciales, y la
formacion de amiloide ha sido bien documentada para una variedad de sistemas. (Chiti et
al., 2000; Gerum et al., 2010).

Se han reportado cinco familias propensas a ser afectados por esta enfermedad. En
todos los casos, los pacientes son heterocigotos, la enfermedad se transmite a través de un
mecanismo dominante autosomica. La edad en que los depdsitos de amiloide aparecen, su
distribucion en el tejido, y sus efectos clinicos son muy variables tanto dentro como entre
las familias (Gillmore et al., 1999; Pepys et al., 1993; Valleix et al., 2002; Yazaki et al.,
2003). Tal variabilidad se ha informado de otras amiloidosis sistémicas, incluyendo el
trastorno mas comun de tales que estd asociado con transtiretina, pero sus causas siguen

siendo en gran parte desconocida (Gillmore et al., 1999).
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I11. 5. Resultados

Mediante las técnicas de dispersion dinamica de luz (DLS), fluorescencia de
tioflavina T (ThT), y medidas de tension superficial (TS) en interface aire-agua e isotermas
de compresion mediante Langmuir Blodgett, se analizaron las propiedades hidrofobicas de
agregados pre-amiloidales que intervienen en el proceso de fibrilacion de LHr, con la
finalidad de encontrar correlacion entre el caracter hidrofobico de oligomeros, protofibras
y agregados amiloidales con el cambio conformacional a estructura de hoja B cruzada,
como resultado del aumento del tiempo de incubacién en solucion desnaturalizante. La
capacidad que presentan los diferentes agregados de LHr, aislados durante el proceso de
fibrilacion, para ser adsorbido en la interfase aire-agua puede proporcionar informacién
importante acerca de las propiedades hidrofobicas de la proteina, que pueden estar
relacionados con cambios en la estructura secundaria de la LHr, ademas, la hidrofobicidad

podria resultar en especies citotoxicas en la linea celular, ARPE-19.

I11. 5. 1. Estudio de la Cinética de Fibrilacion de Lisozima Humana Recombinante
(LHr)

La cinética de fibrilacion de LHr evaluada por el aumento de la emision de
fluorescencia de thioflavina T (ThT) y dispersion dinamica de luz (DLS), muestran una
tendencia muy similar en cuanto a la forma comunmente reportada para la fibrilacién de
otras proteinas amiloides. Los procesos de fibrilacion han sido modelados como una serie
de reacciones en serie que cubren el conjunto de los oligomeros, la formacion de nucleos,
asi como el crecimiento y la rotura de las fibras.

En la medicién de las intensidades mediante fluorescencia de ThT y DLS,
observamos un mecanismo clasico de polimerizacién nucleada, la cual consta de tres
etapas (Lee, et al.,2007) (Shreck et al.,2013) y (Uversy et al., 2010): (a) un tiempo de
retardo o fase lag, durante la cual se forman nucleos de proteinas solubles; (b) una fase de
elongacion, durante la cual los oligdmeros se hacen insolubles y crecen por la asociacion
de oligbmeros adyacentes; y (c) una fase de equilibrio, durante el cual la mayoria de las

proteinas solubles se convierten en a fibras.
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La longitud de la fase de latencia y la elongacion, o crecimiento de las fibras, es
dependiente, principalmente, de los factores de concentracion inicial de proteina y el pH,

pues estos afectan el grado de supersaturacion en la solucion.

I11. 5 .1. 2. Fluorescencia de thioflavina T (ThT)

La intensidad de fluorescencia mostré una curva observada comdnmente en el
proceso de fibrilacion dependiente de nucleacién. El tiempo de latencia antes del
crecimiento de las fibras se ha observado en numerosas publicaciones y se asemeja a un
periodo de incubacion. En la cinética de LHr esta fase de retardo se aprecia hasta
aproximadamente los 600 minutos de incubacién (figura 18) la cual corresponde al proceso
de nucleacion de LHr hasta alcanzar la formacion de las fibras de amiloide. Entre los 600 y
750 minutos de incubacion, la intensidad de la fluorescencia aumentd de forma
pronunciada debida a un crecimiento de las fibras. El proceso de fibrilacion se considera
terminado a los 3000 minutos de incubacion, cuando la intensidad de fluorescencia de ThT
alcanzo el equilibrio.

Aunque la medicién de fluorescencia utilizando ThT es Gtil para evaluar la cinética
de fibrilogénesis, la informacion sobre su morfologia no se puede obtener. Para examinar
la morfologia de las fibras de amiloide, fueron tomadas imagenes de AFM durante el
proceso de fibrilacion.

I11. 5. 1. 3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

La cinética de crecimiento también se siguié usando la intensidad de luz dispersada
de proteina por dispersion dinamica de luz. Los resultados obtenidos mostraron una curva
aparentemente sigmoidal de manera similar a la obtenida por fluorescencia de ThT (figura
18), sin embargo, se obtuvo una intensidad mayor en la fase de latencia mediante DLS y
una intensidad menor en la fase de elongacion. Siendo la intensidad obtenida para DLS en
la fase de latencia, alrededor de los 600 minutos de incubacion, igual a 0.129 unidades
arbitrarias (a. u) contra 0.066 (a. u) en emision de fluorescencia de ThT. Por otro lado el
intervalo para la fase de elongacion de DLS se obtuvo a 0.22 a 0.62 (a. u); mientras que en
fluorescencia este intervalo de intensidad corresponde a 0.076 a 0.86 (a. u).

Es importante tener en cuenta que las medidas de la intensidad por dispersion de luz

nos arrojan datos relacionados con la agregacion, y los tamafios de los mismos agregados,
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que se encuentran en la solucion de nuestra la muestra. Mientras que la emision de
fluorescencia de ThT mide la interaccion de tioflavina y las fibras amiloides, uniéndose las
fibras ricas en hojas-B, es decir, arroja informacién sobre la conformacion de los

agregados.

I11. 5. 1. 4. Tension superficial

La cinética de agregacion y el caracter hidrofobo de los agregados de LHr se
correlacionaron en términos de la presion superficial (m). A través de las medidas de
presion superficial se observd una disminucion dependiente del tiempo, las cuales
presentaron una disminucién continua a partir de los periodos tempranos de incubacion,
por lo que no se observé una fase de retardo perceptible en esta técnica hasta que se
alcanzd la region estabilizada, como puede observarse en la figura 18 (linea con
rectangulos). La proteina LHr, present6 una hidrofobicidad relativa al acercarse a los 600 y
1600 minutos, region estabilizada donde se observa la aparente fase de retardo,
estabilizandose casi por completo después de los 3000 minutos. Esta disminucion continua
es resultado de la manifestacion de conformaciones estructurales que tienden a adsorberse
en la interfase en un periodo de tiempo cada vez mas largo a consecuencia del efecto
hidrofobico. La forma en la que las propiedades de adsorcion de los estadios se relacionan
con el caracter hidrofobico que adquiere LHr durante la cinética de fibrilacion, se puede
establecer con base a los resultados obtenidos mediante fluorescencia de ThT, DLS e IR;
los cuales corroboran los cambios conformacionales que modifican el caracter hidrofébico
y de agregacion de cada especie prefibrilar, la cual da como resultado un aumento la

actividad superficial reflejada en las propiedades de adsorcion.
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Figura 18. Evolucién de la fibrilacion de dispesrsion dindmica de luzz (o),fluorescencia de
ThT (o), y la presion superficial (A) durante el tiempo de incubacion de las soluciones de
lisozima humana recombinante incubada a 55 ° C a pH 2,0 en presencia de NaCl 136,7
mMy 2,68 mM KCI.

I11. 5. 1. 5. Modelaje tedrico de fibrilacion de LHr

Funciones exponenciales empiricas 0o semi-empirica han sido una opcion popular
para ajustar los datos experimentales de fibrilogénesis, ya que son computacionalmente
simples (Nielsen et al., 2001; Pasternack et al., 2006). A lo largo de investigaciones
relacionadas con la cinética de fibrilogénesis, se ha utilizado la funcién empirica siguiente,
para adaptarse a los datos emision por fluorescencia de ThT (Nielsen et al., 2001; Uversky,
2001).

yf
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Los pardmetros de este modelo incluyen la constante de velocidad aparente para el
crecimiento de fibras (Kapp) igual a 1/ 7, T es la constante de tiempo de crecimiento de las
fibras y es igual a 1/kapp, Y el tiempo de retraso iguales a to-27, t0 es el tiempo para el 50%
de la sefial maxima o el tiempo de punto de inflexion. Los valores obtenidos para la

constante de crecimiento de fibras (Kapp) Y la fase de retardo (lag) se muestran en la tabla II.

Tabla Il. Los parametros cinéticos del proceso de agregacion de la solucion de la lisozima

humana recombinante (LHTr).

Kapp (MiN™) Fase lag (min) | to (min)
DLS 0.0060 + 5x10™ | 418 + 16 752 + 39
THT fluorescencia 0.0064 + 7 x10™ | 384 + 12 697 + 36

Presion superficial 0.0048 + 6 x10™ | -- -

I11. 5. 2. Microscopia de fuerza atdbmica

Mediante imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) fue posible observar
en la figura 19, la morfologia de lisozima humana recombinante a diferentes tiempos de
incubacion mientras se seguia la cinética de fibrilacién con el objeto de identificar los

estadios transitorios y las fibras de amiloide.
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Figura 19. Imagenes de AFM de las diferentes etapas del proceso de fibrilacién LHr a pH
2,0y55°Ca)0,b) 120, c) 360, d) 480 e) 600 f) 750, g) 1440, h) 3000 min, y i) al final del
proceso de incubacion.

La agregacién de la proteina puede explicarse por la exposicion de lisozima a un
medio parcialmente desnaturalizante, acidificado a pH 2. Por otro lado, a los 120 minutos
de incubacién a 55°C en la solucidn acidificada, fue posible observar una disminucion de
los tamafios, disociacion y formacion de dimeros, trimeros, figura 19 b); asi como la
interaccion o lo que se asemeja a una alineacién de los oligémeros. Entre los 600 y 750
minutos fue posible observar imagenes de estructuras protofibrilares y el crecimiento de las
mismas, como se observa en las figuras e) y f). La morfologia fibrilar de los estadios de
LHr tomados a estos tiempos de incubacion, 600 y 750, present6 la mayor citotoxicidad en
las células ARPE-19 en los ensayos realizados.
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I11. 5. 3. Determinacion de transicion en la conformacion estructural de Lisozima
Humana recombinante (LHr)

I11. 5. 3. 1. Espectroscopia infrarroja con transformadas de fourier (FT-IR)

El proceso de agregacion y la transicion de la composicidn de estructura secundaria
de hélices-a a hoja-f fueron monitoreados por la técnica de FT-IR. Tras la obtencion de
datos y al realizar en andlisis de deconvoluciones, figura 20, se obtuvieron las fracciones

de estructuras secundarias que se muestran en la tabla I11.

Tabla I11. Fracciones de estructuras secundarias de lisozima LHr obtenidos por FTIR

Tiempo Hélice-a Hoja-p Giros-p Desordenadas
(min) 1655 cm™ | 1621,1635, 1670 cm™ 1645 cm™
1680 cm™
0 0.357 0.322 0.138 0.183
30 0.314 0.344 0.153 0.189
120 0.195 0.375 0.192 0.238
360 0.173 0.364 0.195 0.268
600 0.139 0.429 0.199 0.233
750 0.146 0.490 0.230 0.134
1400 0.126 0.529 0.220 0.125
2200 0.080 0.610 0.260 0.05

La tabla Ill, representa los porcentajes de la composicion de LHr con forme se

sigue la formacion de fibras. Los porcentajes obtenidos a tiempo O son de 0.35 de

54



estructuras hélices-o y 0.32 de hojas-B. Puede apreciarse la transicion de estructuras
conforme aumenta el tiempo de incubacion. A partir de los 600 minutos de incubacion, se
puede apreciar que ocurre una transicion estructuras correspondientes a hojas-p y otras
ordenadas al azar. Por otro lado, en la tabla IV se muestran los porcentajes asignados en la

literatura para la proteina nativa de lisozima mediante la técnica de rayos x y FT-IR.

Tabla IV. Porcentaje de estructuras secundarias de lisozima nativa, obtenidas por
cristalografia de Rayos X y por FTIR. (Kumosinski y Unrush, 1999).

Estructura Rayos x FT-IR

Hélice 45% 42%

Hoja 19% 16%

Giros 23% 36%

Al azar 13% 6%

i 0 min
- = 120 min
1.04 350 min

- = = 1740 min

©

= 0.8+ 3

=) ®

- o

S 5

2 06+ £
g .
— ] \
\ q
0.4 A

. L] v L] v L . L] . T m—— T T
1700 1680 165(9 - 1640 1620 1700 1680 1660 1640 1620
v{Cm

v (cm™)

Figura 20. Banda de amida | de la solucién de LHr a pH 2,0 sin tratamiento térmico, y la
descomposicion de la banda de amida I.

55



I11. 5. 4. Viabilidad Celular
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Figura 21. Viabilidad celular de tratamiento en células ARPE-19.

Los ensayos de viabilidad en la linea celular Arpe-19 mediante el tratamiento con
MTT de diferentes estadios de oligomeros, protofibras y fibras de amiloide se muestran en
la figura 21, estos sugieren, en primer lugar, que los agregados iniciales de proteina
Lisozima disuelta en el medio de solucion de sales a pH 2 afect6 la viabilidad celular,
obteniéndose valores del 79.2+6.6% en la concentracion mas baja, 60.6£11.2% a
concentracion de 10mM y 63.2+12.6% a 20 mM como se puede apreciar en la tabla V. Los
mayores efectos de toxicidad pueden apreciarse a partir de los 600 minutos de incubacion,
en los que la viabilidad disminuye a 31.3£3.0 % a 5mM, 25.5+£6.1% a 10mM y 25.6+3.5%
a 20 mM. Esta tendencia podria indicar que la toxicidad esta relacionada en mayor medida

con la formacion de las fibras al término de la fase de nucleacion.
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Tabla V. Andlisis estadistico ANOVA de la viabilidad celular determinada por multiples

pruebas de comparacion (Newman-Keuls).

0 min

30 min

120 min

360 min

600 min

750 min

3000 min

5mM

10 mM

20 mM

79.2+6.6

60.6+11.2

63.2+12.6

74.9+8.0

61.1+10.4

62.7+13.6

79.0+£12.0

65.9+12.3

68.5+11.0

73.4+11.8

65.4+13.0

63.0+13.5

31.3+3.0

25.5%6.1

25.6+3.5

33.5+4.0

28.8+6.4

28.1+4.5

36.0+6.5

30.7+6.6

29.1+9.4

I11. 5. 5. Interaccion de Soluciones de Lisozima Humana Recombinante (LHr) en un
modelo de membrana de células endoteliales (MMCE) de la barrera hematoencefalica
BHE

La interaccion de los diferentes agregados pre-amiloidales de la LHr se evalu6
mediante el analisis de las isotermas de adsorcion obtenidas en la balanza de Langmuir-
Blodgett (figura 22).

Las isotermas del MMCE de la BHE compuesta por DPPC/DPPS y SM a 25°C,
figura 22, en color negro, la fase gaseosa, las moléculas se encuentran lo suficientemente
separadas en la superficie del agua de manera que ejercen poca fuerza una sobre otra. Al
reducir el area de superficie de la monocapa, las cadenas hidrofobas de las moléculas
comienzan a interactuar. En donde las moléculas ocupan en promedio, toda el area de
trabajo disponible, considerado un gas en dos dimensiones se encuentra en un area
promedio por molécula en valores mayores a 100 A?. La fase liquido expandida (LE), las
moléculas en la superficie del agua estan en un lugar aleatorio en lugar de en una
orientacion regular, con sus grupos polares en contacto con la subfase y se encuentra en
valores promedio por molécula entre entre ~70 y 100 A?. Posteriormente puede observarse
un cambio de fase en una region proxima en la isoterma correspondiente a la fase de
transicion LE-LC (liquido expandido-Liquido comprimido o condensado) entre ~55 y 75,
seguido por un incremento de presion LC en areas mas pequefias, en esta las moléculas
estan estrechamente empaquetadas y estan orientados con los grupos hidréfobos hacia
afuera de la superficie del agua.

En estadios pre-amiloidales y amiloidales de la HLr contenidos en la subfase, las

isotermas se desplazan areas mayores y la presiéon superficial es mayor a cero si las

57




comparamos con la isoterma del MMCE, lo que puede indicar una intercalacion de las
moléculas de proteina entre los fosfolipidos que forman la membrana modelo, haciendo
que se modifique la fase liquido expandido-liquido comprimido. Las isotermas que
aparecen desplazadas hacia areas mayores, son las correspondientes a un tiempo de
incubacion de 600, 750 y 1400 minutos, donde segln la cinética de fibrilacion estudiada
anteriormente, encontramos estructuras prefibrilares que se encuentran en la etapa de
elongacion y, por ultimo, estructuras de fibras maduras.
En la isoterma correspondiente a la solucién de lisozima humana recombinante

LHr, la fase gaseosa-LE no aparece en comparacion a la fase gaseosa-LE que corresponde
a la isoterma del MMCE de la BHE, esta isoterma presenta la transicion de fase de LE a un

area mayor entre ~80 y 120 AZ
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Figura 22. Isoterma de Langmuir de MMCE de BHE a 25°C en presencia de LHr

Mediante la incorporacion de solucion de LHr a tiempo 0 no se observa una fase

gas en la isoterma, la fase LE aparece muy cercana a una presion de 0, como en el caso de
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el MMCE sin solucién de proteina, y a un area mayor de ~120 A? hasta aproximadamente
un area por molécula de ~80 A?; una transicion de LE-LC aparece entre ~64 y ~80 A?
seguido por una fase condensada un poco mas inclinada que la del MMCE sin proteina 'y a
un area correspondiente de entre ~47 y 64 A? y a una presién de 43 mN/m. Los agregados
iniciales de Lisozima disuelta en la solucién de sales a pH 2 afect6 la viabilidad celular,
obteniéndose valores del 79.2+6.6% en la concentracion més baja, 60.6£11.2% a
concentracion de 10mM y 63.2+12.6% a 20 mM.

La isoterma correspondiente a la MMCE en presencia de solucion de LHr de un
tiempo de incubacién de 600 minutos, presenta un aumento de presién de
aproximadamente 1.69 mN/m a un érea de entre ~100 y 127 A? correspondiente a una fase
LE; seguido de un ligero cambio en la forma de la isoterma en una regién entre ~85 a 63
A?. Posteriormente una fase mas condensada aparece entre ~50 y 64 A% Los mayores
efectos de toxicidad pueden apreciarse a partir de los 600 minutos de incubacion, en los
que la viabilidad disminuye a 31.3£3.0 % a 5mM, 25.5+6.1% a 10mM y 25.6+3.5% a 20
mM. Esta tendencia podria indicar que la toxicidad esté relacionada en mayor medida con

la formacidn de las fibras al término de la fase de nucleacion.

La isoterma correspondiente a la MMCE en presencia de solucion de LHr de un
tiempo de incubacién de 750 minutos, presenta una fase LE en una region de area de entre
~90 a 127 A?; seguida de una fase de transicién LE-LC entre ~72 y 94 A? seguida de una
fase condensada LC en una regién préxima entre ~70 y 50 A?, que se traslapa con la fase

condensada de la solucion de 0 minutos de incubacion.
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Figura 23. Isoterma de Langmuir de MMCE de BHE a 25°C en Presencia de LHr a 0, 600 y
750 minutos de incubacion
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I11. 5. 6. 2. Modulo de compresion

Desde los primeros periodos de la investigacién sobre monocapas de Langmuir,
Gibbs ya habia sefialado que un cambio de la tension superficial con el area de la superficie
asociada con una pelicula liquida se puede atribuir a una elasticidad interfacial. Para una
monocapa de Langmuir la elasticidad de equilibrio esta relacionada con la compresibilidad
de la fase condensada de la monocapa.

1 dA
C=-2=-0 @

donde A es el area molecular. En el caso de una superficie pura, la compresibilidad
C es infinita porgue la tension superficial no se cambia con el area. La cantidad reciproca
de C, denotado como mddulo de compresion de superficiex, se utiliza a menudo para
caracterizar las propiedades de la monocapa.
dr
d

1
k=== —Alpr ()

En la figura 24 se analizan el efecto de los estadios de LHr en el empaquetamiento
y orden de la monocapa de fosfolipidos, mediante los valores del médulo de compresion.

En principio, los estadios de LHr muestran una elasticidad similar y a medida que
la presion es incrementada, el comportamiento de la monocapa va cambiando, hasta llegar

a una fase de coexistencia LE-LC hasta llegar a un maximo de compresibilidad.

El maximo del médulo de compresibilidad del MMCE aparece a una presion de 42
mN/m que corresponde la fase liquido condensado (LC), donde las moléculas de
fosfolipidos estan densamente empaquetadas. Por otro lado aparece un minimo a una
presion de 16 mN/m que corresponde a la fase de transicion a Liquido expandido- liquido
condensado. En valores menores correspondientes a la fase liquido expandido, las
moléculas hidrofobicas pueden estar en orientaciones azarosas con sus grupos polares en
contacto con la fase acuosas, mientras aumenta la compresion, las cadenas hidrofébicas
comienzan a empaquetarse y tomar una configuracion estructural méas ordenada. La
disminucion de los valores & en comparacion al MMCE, puede indicar que la adicion de

los estadios de LHr a las monocapas modifica su empaquetamiento, de tal forma que son
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menos condensadas y menos ordenada (mas fluida) especialmente en estadios como 600 y
750 minutos de incubacion.

100 —
MMCE de la BHE
] | ———MMCE de la BHE+ LHr 0
MMCE de la BHE+ LHr 30
809 | ——MMCE de Ia BHE# LHr 120
; MMCE de la BHE+ LHr 600
60 MMCE de la BHE+ LHr 750

« (N/m?)

n (MN/m)

Figura 24. Modulo de compresibilidad de MMCE de BHE a 25°C en Presencia de LHr Mddulo
de compresion calculado mediante la derivada de la isoterma correspondiente.
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I11. 5. 7. Peliculas de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE en presencia de
fibras amiloides

La morfologia, estructura y texturas que presentan las monocapas de Langmuir
pueden ser estudiadas a través de diferentes técnicas experimentales, una de ellas es la
obtencion de peliculas de Langmuir.Blodgett y posterior analisis con microscopia de fuerza
atomica (AFM). La mica es un material con superficie atdbmica plana y limpia en la que las
moléculas se adhieren facilmente a la superficie; esta, ademas, mantiene una carga
negativa en soluciones por lo que la hace un sustrato muy hidrofilico. En esta, las cabezas
polares de las moléculas anfifilicas que forman la monocapa interacciona con la mica de

naturaleza hidrofilica.

El sustrato es sumergido a la subfase antes de la formacion de la monocapa,
conforme es extraido el sustrato las moléculas seran transferidas a la mica, al repetir este
paso se forma un sistema de multicapas, que seguirad si el sustrato entra y sale de la
subfase. Como la densidad de empaquetamiento de los lipidos a continuacion,
corresponden a una presion lateral de equilibrio, un valor de 30-35 mN/m para las
membranas bioldgicas (Yuan et al., 2002) (Green et al., 2004), (Coban et al., 2007),
(Kinnunen, 2009), la monocapa fue extraida a una presion fija de 30 mN/m en el que
tenemos la fase de transicion de LE-LC.

En la figura 25 se muestra la imagen de microscopia de fuerza atdmica de una
monocapa de MMCE de la BHE obtenida directamente sobre una mica a 25°C y una
presion de 30 mN/m. Como puede observarse, la MMCE de la BHE forma una estructura
con empaquetamientos de lipidos como en pequefias islas 0 dominios en una coexistencia
de fase LC-LE, formando dominios con formas irregulares. En el histograma de alturas
para este caso, se muestra un pico de tamafio promedio de 4.8 nm y otra poblacion mas
pequefia a 7.10 nm y mostrandose en el analisis de alturas del eje Z, alturas uniformes de
entre 3.5y 4 nm.
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Figura 25. Imégenes de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE
con DPPC, DPPS y SM a 30 mN/m y sus respectivos andlisis de alturas del eje Z.
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En la figura 26 observamos las imagenes de AFM de la monocapa de MMCE de
BHE con DPPC, DPPS y SM en presencia de estadio de LHr de 0 minutos; en esta,
basicamente encontramos una conformacion relativamente uniforme de de fosfolipidos en
algunas zonas, como podemos observar en el histograma de alturas, en el que las
poblaciones predominantes van desde 0.5 a 2.0 nm. Sin embargo, en otras zonas
encontramos agregados de proteina que presentan alturas de alrededor de 60 y 70 nm.

En la figura 27 podemos observar la monocapa que corresponde al MMCE en
presencia del estadio de 120 minutos de incubacion. En esta, que corresponde a la
disociacién de la proteina a estructuras esféricas y compactas, las monocapas presentan un
maximo de 2 nm correspondiente al empaquetamiento en fase LC, segun los analisis de
altura, sin embargo, encontramos un cambio de morfologia del empaquetamiento de los
fosfolipidos. Aparecen espacios vacios entre las fases, donde encontramos alturas menores

0 muy cercanas a 1nm alrededor de la fase LE.

Una conformacion del empaquetamiento similar a este estadio es el que se observa
en la imagen 28 y corresponde al estadio de 600 minutos, uniforme y compacto,
presentando alturas mayores a 2 nm, sin embargo los espacios vacios son
considerablemente méas grandes.

Para los estadios mas largos, el analisis de alturas de las monocapas
correspondientes la agregacion de las fibras y agregados amiloidales, como puede

observarse en las figuras 29 y 30, es mucho mas evidente en las monocapas.
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Figura 26. AFM de monocapa de MMCE de BHE con DPPC, DPPS y SM en presencia de estadio

de LHr de 0 minutos e Histograma topografico y respectivos analisis de alturas del eje Z
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Figura 27. AFM de monocapa de MMCE de BHE de DPC, DPPS y SM en presencia de
estadio de LHr de 120 minutos e histograma topografico
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Figura 28. AFM de monocapa de MMCE de BHE de DPPC, DPPS y SM en presencia de

estadio de LHr de 600 minutos e Histograma topografico
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Figura 29. AFM de bicapa lipidica de Langmuir-Blodgettt de MMCE de BHE en presencia
de estadio de LHr de 750 minutos.
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En la figura 30, se muestra la imagen de AFM de las peliculas de Langmuir-
Blodgett, bicapa lipidica, del MMCE de la BHE. En esa imagen podemos observar
dominios de fosfolipidos en una coexistencia de fases; el empaquetamiento se da en
pequefios dominios separados entre si; y otras conformaciones mas grandes con estructuras
micelares. El analisis de alturas muestra un minimo de 2 nm y un maximo de 14 nm para el

eje Z.

En el caso de las bicapas lipidicas podemos observar un cambio en el
empaquetamiento de los fosfolipidos en presencia de fibras amiloides correspondientes al
estadio de 750 minutos de incubacion. En las iméagenes 34 y 35, son visibles, lo que
suponemos son, filamentos y estructuras fibrilares que aparentemente van tornandose en
conformaciones ovaladas o de ovillos y formas micelares, lo que podria sugerir no solo la
union de las fibras y los lipidos sino la adsorcion de las mismas. La ganancia de
composicion mayoritariamente hidrofobica de los estadios de LHr parece tener una gran
influencia en su actividad de la superficie de la membrana modelo. Estos fenomenos
observados mediante la obtencion en mica de la bicapa lipidica y la imagen de AFM,
pudiera ayudar a explicar la hipétesis de intercalacion lipidica de proteinas y asi estudiar
formacion de poros, la asociacion del péptido sobre el lipido, en el modelo de carpeta, y la
aparicion de micelas invertidas. Por otro lado, el efecto podria ser muy parecido al
observado con péptidos antimicrobianos, los cuales tienen una fuerte afinidad para

membranas de lipidos neutros y anidnicos.
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Figura 30. Imagen de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett (bicapa lipidica) del MMCE de la BHE
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Figura 31 Imagenes de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett (bicapa lipidica) del MMCE de la
BHE en presencia de fibras amiloides
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Figura 32. Imagenes de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett (bicapa lipidica) del MMCE de
la BHE en presencia de fibras amiloides.
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I11. 6. Discusién

Mediante la realizacion de este trabajo se determino que el proceso de fibrilacion de
la Lisozima Humana recombinante (LHr) muestra el mecanismo clasico de nucleacion,
mismo que se caracteriza por la presencia de una fase de latencia o de retardo, una fase de
elongacion o crecimiento y por ultimo una fase de estabilizacidn, la cual se interpreta como
el proceso final de la fibrilacion. Estos resultados son corroborados por las técnicas de
dispersion dindmica de luz (DLS) y de fluorescencia de ThT, los cuales muestran una
curva sigmoidal tipica. En contraste, los datos de las mediciones de presion de superficie
ponen en evidencia un comportamiento dependiente del tiempo, en el que aparentemente la
agregacion de LHr tiende a ser mas hidr6foba cuando aumenta el tiempo de incubacion,
resultado de la evolucion conformacional de la proteina durante todo el proceso de
fibrilacion.

La observacion mediante microscopia de AFM reveld la interaccion de oligdmeros
de diversos tamafios y conformacion estructural de LHr en los primeros periodos; Seguidos
de estructuras filamentosas similares a las ya reportadas en la literatura como protofibras y
fibras maduras. Asimismo los datos obtenidos mediante FTIR confirmaron las alteraciones
conformacionales y cambios de arquitectura de la LHr hacia una composicion mayoritaria
de estructura secundaria B, sin rastro aparente de estructuras de hélice-a a partir de
periodos mas o menos tempranos de incubacion. Los cambios conformacionales
observados predisponen a la HLr a la agregacion. La actividad y aumento de la
hidrofobicidad fue confirmada mediante las medidas de tension superficial. Por Gltimo, tras
los ensayos de viabilidad de células ARPE-19, se sugiere que la estructura y el caracter
hidrofobo de los diferentes agregados prefibrilares de la LHr pueden estar relacionados
directamente con el efecto citotoxico.

En medio acuoso, el plegamiento de proteinas es impulsado por la fuerte tendencia
de los residuos hidrofébicos a ser excluidos del agua y el sistema es termodinamicamente
estable cuando los grupos hidréfobos se agrupan en lugar de extenderse en los alrededores
acuosos, por consiguiente, la cadena polipeptidica se pliega de manera que sus cadenas
laterales hidrofdbicas estan enterradas y las cadenas polares son cargadas en la superficie.

LHr, como otras proteinas y moléculas con actividad interfacial, tiende a
acumularse en la interfase gracias a esta presencia en su estructura de grupos polares y no
polares, como se mencionaba anteriormente; sin embargo, también tiende a agregarse al

aumentar la hidrofobicidad. Esta actividad superficial es vital, ya que las fuerzas
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impulsoras que gobiernan la adsorcion de las moléculas anfifilicas, como las proteinas,
favorecen o dificultan la adsorcion. Este comportamiento sugiere que los agregados
hidrofobicos se insertan en la membrana celular, interfiriendo asi con la permeabilidad de
esta, como sugieren Chaudhary (2009) y Gharibyann(2007) disminuyendo, en este caso, la
viabilidad de la linea celular ARPE 19.

Las propiedades anfipaticas de las fibras amiloides extracelulares, oligobmeros y
protofibras, les confiere la habilidad de perturbar multiples receptores de superficie celular
y/o canales inespecificamente (Selkoe, 2003). Sin embargo, algunos han reportado que las
interacciones hidrofébicas solo juegan un papel auxiliar en la ruptura de las membranas
lipidicas, mientras que las interacciones electrostaticas si son cruciales (Chaudhary y
Nagara 2009; Gharibyan, 2007; Huang et al., 2009).

Normalmente las moléculas complejas como las proteinas, al combinarse con los
iones hidrogeno y con otros iones presentes en una disolucion dan lugar a la carga neta de
la molécula. Una proteina dada presenta a pH menor de su pl, una carga positiva, y a pH
mayor de su pl presentar carga negativa. En el caso de lisozima a pH bioldgico presenta un
pl de 11 por lo que en un medio de disolucién a pH 2 la carga de la proteina es positiva.

En cuanto a la relacion observada entre la carga de lisozima y la interaccién con la
membrana, se pueden mencionar un par de casos muy interesantes, por ejemplo, mediante
un estudio de interaccién entre liposomas y lisozima de clara de huevo, se encontrd que las
fibras de amiloide de la lisozima eran capaces de perturbar la carga negativa de los
liposomas conformados por DOPG/DOPC con calceina dentro (Hirano et al., 2012). En
este estudio la fuga de calceina, después de mezclar los liposoma con las fibras de
amiloide, aumentd conforme aumentaba el tiempo de incubacion.

La disrupcion de los liposomas fue atribuida a la atraccién electrostatica entre las
fibras de la lisozima y los liposomas pues la fuga de la calceina hacia el medio disminuyo
conforme el pH se reducia cerca del punto isoeléctrico de la lisozima, donde la carga neta
de la lisozima es cero. Ademas, este resultado indico que las moléculas de lisozima
monomeéricas no interrumpieron la conformacion de los liposomas, mientras que las fibras
de amiloide si, lo que implica la importancia de la morfologia agregada de lisozima en la
interrupcion.

A la hora de interpretar los resultados de citotoxicidad, en este estudio, es necesario

tener en cuenta que el mismo medio &cido (pH 2) en el que se realizo la fibrilacién de LHr,

75



también tuvo un efecto perjudicial, repercutiendo en disminucion de la viabilidad celular
desde los primeros estadios a los que no se les atribuye la presencia de estructuras
oligoméricas, prefibrilares o de fibras de amiloides. Es decir, el medio acido ocasiona una
desnaturalizacion parcial en lisozima y esta afecta en mayor o menor grado a las células.
Sin embargo, la disminucion de la viabilidad en los estadios monoméricos de lisozima
comparados a la viabilidad de los estadios prefibrilares y fibrilares, es considerablemente
mayor en estos ultimos. Por lo que podemos decir que la morfologia de los agregados de la
LHry su actividad citotoxica estan relacionadas en la interrupcién de viabilidad.

En cuanto a las especies citotoxicas implicadas, segin la opinion predominante, la
formacion de fibras maduras y su co-agregacion en depositos y placas se consideran un
mecanismo de proteccion que se desarrollé en la naturaleza para evitar la alta toxicidad
intrinseca de los oligdmeros solubles (Bucciantini et al., 2002; Caughey y Lansbury, 2003;
Kirkitadze et al., 2002). Pues el deterioro de las funciones celulares y alta toxicidad de
oligdbmeros solubles se ha reportado para una serie de polipéptidos incluyendo la a-
Sinucleina (Conway et al., 2000; Volles y Lansbury, 2003) péptidos AP (Hartley et al.,
1999; Walsh et al., 2002), transtiretina (Sousa et al., 2000), y la lisozima (Malisauskas et
al.,2005), asi como para proteinas que no estan asociadas con cualquier trastorno
conformacional.

Novitskaya et al., (2006) reportaron por primera vez que tanto las especies
oligoméricas solubles y las fibras maduras de amiloides, producidos a partir de la proteina
prién, indujeron muerte celular hasta del 90 y 80% de la poblacion de células neuronales.
Ellos probaron el efecto de tres estadios conformacionales (mondémeros de hélice-a, B-
oligbmeros y fibras maduras) de proteinas priones de mamiferos (rPrP) en células
cultivadas y neuronas primarias, reportando ademas que la muerte celular se producia a
través de un mecanismo apoptético. Una explicacion es que estas especies eran capaces de
inducir un aumento en la conductancia y permeabilidad de la membrana, seguido por una
rapida elevacion intracelular de Ca®*, la cual era capaz de reducir el potencial de membrana
y la sintesis de ATP por acumulacion de este ion en la mitocondria, ocasionando la
apoptosis o necrosis celular.

Al estudiar la actividad en un modelo de membrana de células endoteliales, se
encontré que los fosfolipidos que componen esta membrana modelo fueron capaces de
intervenir en la migracion hacia la interfase aire- agua, a medida que la estructura de la

proteina en solucion era modificada por condiciones desnaturalizantes.
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La forma en la que las propiedades de adsorcion de los estadios que se ve reflejada
tanto por la migracion a la interfase en los experimentos realizados en tensiémetro de gota
y el aumento de presion y area en los estudios de modelo de membrana, se pueden
relacionar con el caracter hidrofobico que adquiere las soluciones de la lisozima humana
recombinante, LHr, este caracter lo adjudicamos en base a los resultados obtenidos
mediante fluorescencia de ThT, DLS e FTIR; los cuales corroboran los cambios
conformacionales que modifican el caracter hidrofobico y de agregacion de cada especie
prefibrilar, la cual da como resultado un aumento la actividad superficial reflejada en las
propiedades de adsorcion.

Ademas, tomando en consideracion la carga positiva de las estructuras de LHr, a
pesar de la propiedad isoeléctrica de los fosfolipidos DPPC, SM a pH 7.4, es importante
considerar que la PS le da el caracter predominantemente negativo al modelo de membrana
celular. Por lo que no solo el caracter hidrofobico de LHr pudiera estar potenciando la
interaccion en el modelo asi como la intercalacion o adsorcion observada en la formacion

de la bicapa, sino también la interaccion electrostatica entre estructuras de LHr y la PS.

77



I11. 7. Conclusién

LHr en condiciones de desnaturalizacion parcial, solucion de sales acidificada a pH
2, 136.7mM NaCl y 2.68 mM KCI ajustando pH con HCI, incubada a 55°C, sigue una
fibrilacién que incluye los estados transitorios oligoméricos, protofibrilares y de fibras
maduras; corrobordndose, ademas, que estos estados transitorios comparten la semejanza
conformacional en distintas proteinas asociadas con la enfermedad, lo que igualmente
fortalece la suposicion de que los mecanismos de formacion subyacentes pueden ser
comun en el resto de proteinas amiloides.

La adsorcion de proteinas en la interfase aire-agua fue gobernada por un
mecanismo de difusion, y no se observo ninguna perturbacion apreciable del sistema. Por
lo tanto, la agregacion cinetica y caracter hidrofobo de los agregados de la LHr se
correlacion6 en términos de la presion superficial ().

Se corroboro la transicion estructural de hélices-a a estructuras f mediante FTIR.

Las imagenes de AFM apoyan los datos obtenidos mediante la cinética de
fibrilacion, para evidenciar los estados conformacionales transitorios de la LHr durante los
periodos de incubacion.

Los datos de viabilidad de la linea celular Arpe-19, sugieren que la citotoxicidad esta
relacionada con la formacion de filamentos; Es decir, conformaciones prefibrilares y fibras
de amiloide maduras.

Ademas, en este trabajo se estudio el comportamiento en interfase aire/agua de un
modelo de membrana endotelial y la influencia de fibras amiloides de de LHr en diferentes
estadios de formacion. El area por molécula de fosfolipido en presencia de la LHr aumenta
considerablemente, lo que se correlaciona con una penetracion de la monocapa.

Las condiciones de desnaturalizacion en la que la LHr se incubd, alteran la
estructura de la proteina e impulsa la formacion de mondémeros, oligdbmeros y agregados

amiloides protofibrillas con distintas propiedades de adsorcion en la interfase aire-agua.
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CAPITULO IV

VI. PROPIEDADES TERAPEUTICAS DE SISTEMAS NANOESTRUCTURADOS

El estudio de materiales nanoestructurados es de gran interés para distintas areas de la
ciencia; en particular en el campo de la biomédica. Las propiedades fisicoquimicas de
materiales nanoestructurados metalicos pueden ser aprovechadas para aplicaciones
terapéuticas en el tratamiento de una enfermedad dada, como por ejemplo, la enfermedad
de Alzheimer (EA). Se estima que actualmente existen 44 millones de victimas de EA en el
mundo y que esta crecerd a mas de 100 millones de casos en 2050 (Alzheimer’s
Association, 2012) y (Thies, 2013). Por el impacto de la cifra estadistica mencionada
anteriormente, resulta urgente implementar nuevas terapias que eviten o retarden la
progresion, de la EA. Las propiedades fisicoquimicas de las nanovarillas de oro podrian ser
aprovechadas como agentes terapedticos, pues presentan la capacidad para absorber la
radiacion electromagnética en la region del infrarojo cercano y dispersar energia en forma
de calor. La radiacion region del infrarrojo cercano es transparente para la mayoria de los
tejidos del cuerpo, lo que significa que esta radiacion puede penetrar el tejido hasta varios
centimetros. Esta terapia podria ser utilizada para eliminar agregados proteicos amiloidales
toxicos; sin embargo, la efectividad de este posible tratamiento depende de la
internalizacion de las nanovarillas a través de la barrera hematoencefélica y del
reconocimiento selectivo a las estructuras polipeptidicas de caracter amiloide. Por tal
motivo, en este capitulo se estudio la interaccion de nanovarillas de oro conjugadas con
péptidos angiopep-2 (péptido disefiado para atravesar la barrera hematoencefalica) y
péptido D1 (como péptido de reconocimiento a estructuras amiloides) como potenciadores
de la interaccion de las nanovarillas con un modelo de membrana de células endoteliales de

la barrera hematoencefalica.

IV.1. Caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por dos signos tipicos en los cerebros
afectados. Uno de ellos son las placas amiloides, que a su vez estan conformadas por fibras
de amiloide. EI segundo marcador clésico de esta enfermedad es la proteina Tau, la cual es

de alta expresion en axones corticales no mielinados, especialmente en las regiones del
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cerebro que consolidan la memoria como la corteza limbica incluyendo el hipocampo
(Trojanowski et al., 1989).

En muchas de las proteinas afectadas se alteran los mecanismos moleculares que
normalmente aseguran la permanencia de las proteinas en sus estados funcionales,
correctamente plegados. Las mutaciones puntuales en algunas proteinas pueden reducir su
estabilidad respecto de la forma nativa permitiendo un plegamiento transitorio entre estas
formas menos estables. Este proceso parece ser el evento critico que dispara el proceso de
agregacion de la proteina que lleva a la formacion de fibras de amiloide. Algunas de estas
mutaciones puntuales, conducen a sustituciones de aminoacidos dentro de o cerca del
dominio del péptido AP, promoviendo la formacion de conjuntos de péptidos neurotoxicos
que pueden generar la Enfermedad de Alzheimer (EA) de comienzo temprano. Las
mutaciones se han identificado en el gen APP y en la presenilina 1 y 2, siendo importante
destacar que todas las mutaciones identificadas en los diferentes genes, comunmente
conducen a la deposicion temprana de placas extracelulares aumentando con ello la
probabilidad de la generacion y / o agregacion de los péptidos AB (Nilsberth et al., 2001;
Kennedy et al, 2003; Tanzi y Bertram, 2005; Hori et al., 2007; Di et al., 2009). Sin
embargo, los mecanismos que incrementan la agregacion del péptido AP y causan las

formas mucho méas comunes de la EA, esporadicos, son en gran parte desconocidos.

Anteriormente, se pensaba que las formas fibrilares depositadas en las placas eran
las responsables de la disfuncién neuronal (Haass y Selkoe, 1993) sin embargo, desde 1998
se ha introducido la hipdtesis la cascada amiloide, basada en que la exposicidén neuronal a
oligdbmeros, formas tempranas o precursoras de estructuras prefibrilares y fibras maduras,
explicadas en el capitulo 111, de B Amiloides constituye el mecanismo de neurotoxicidad
gue desencadena la enfermedad de Alzheimer (Klein et al., 2013). Esta hipdtesis ha sido
ampliamente sustentada en los Gltimos afios por diversos estudios en donde se ha visto que
especies de oligomeros, protofibras y agregados prefibrilares del peptido AP, formas
solubles denominadas (ADDLs) (Catalano et al., 2006) producen aberraciones en la
composicion de la sinapsis, morfologia neuronal y densidad, siendo las principales
especies toxicas durante el desarrollo y la progresion de la enfermedad (Shankar et al.,
2008). Ademas pequefias cantidades de dafio neuronal ocasionadas por oligdmeros
individuales pueden acumularse con el tiempo y conducir a la disfuncién generalizada a

nivel de tejidos (Narayan et al., 2014).
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IV.1. 1. Origen molecular del péptido - amiloide neurotdxico

El péptido AB se compone de 39 a 43 residuos de aminoacidos, es el principal
componente de las placas amiloide y se deriva de la proteina precursora amiloide (APP)
por las actividades secuenciales del B- y y-secretasas (Selkoe, 2001; Mattson, 2004). La
APP es una proteina transmembrana y es expresada en muchos tipos de tejidos
concentrados en la sinapsis entre neuronas. Su funcién ain no ha sido elucidada, aunque
algunos estudios han revelado que podria participar como regulador de crecimiento
neuronal y estar relacionada con procesos de adhesion celular (Kang et al., 1987).

Investigaciones genéticas, bioguimicas y de comportamiento, sugieren que la
generacion fisiologica del péptido AP neurotoxico surge tras la protedlisis erronea de APP
(Kang et al., 1987; Selkoe, 1993) produciendo el péptido AP el cual es propenso a la
agregacion, produciendo la formacion de oligomeros, formas intermedias méas grandes
como protofibras, fibras amiloides y posteriormente la deposicion de placas insolubles
(Buscador y Glockshuber., 2007).

V.1 .2. Terapias que actualmente se utilizan

A la fecha, los tratamientos dirigidos contra las fibras amiloide han tenido
resultados positivos in vitro, pero no beneficios clinicos (Gandy et al., 2013), habiéndose
probado anticuerpos monoclonales dirigidos contra el AR (Rinne et al., 2010), vacunas
(Schenk et al., 1999), moduladores/inhibidores de y Secretasa (He et al., 2010),
Reserveratrol y otros fenoles (Mouchiroud et al., 2010). Algunas drogas son el principal
tratamiento de eleccion en la aparicion temprana de la enfermedad de Alzheimer e
incluyen Aricept o donepezilo clorhidrato, E2020 (Kakinuma, et al., 2010.) por Pfizer
Pharmaceuticals; Exelon o tartrato de rivastigmina, que sin embargo carecen de buenos
resultados de eficacia (Winblad, et al., 2007; Kumar, et al., 2008) y tienen muchos efectos

secundarios.

El desarrollo de farmacos para la EA ha resultado una tarea muy complicada,
siendo aprobados, hasta la fecha, cinco medicamentos para el tratamiento de la EA: tacrina,
donepezil, rivastigmina, galantamina (cuatro inhibidores de la colinesterasa) y un N-metil-
D-aspartato (NMDA) antagonista del receptor de AD (memantina) (Hyde et al., 2013)
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(Howard et al., 2012). Sin embargo, no ha habido nuevos tratamientos aprobados para el
tratamiento de la EA desde 2003; tacrina fue aprobada por la Food and Drug
Administration (FDA) en 1993, en 1996 el donepezil, rivastigmina en 1998, la galantamina
en 2001, y la memantina en 2003(Cummings et al., 2014).

Debido a que la patologia de Alzheimer es desencadenada tras el proceso en
cascada de agregacion del péptido AP, formando oligomeros, protofilamentos y fibras
amiloides, la mayoria de la investigacion relacionada con terapias contra la EA se han
enfocado en el evitar la progresion de la agregacion del péptido de Ap (Funke y Willbold,
2012). Por ejemplo, el péptido D1 (GlIn, Ser, His, Try, Arg, His, lle, Ser, Pro, Ala, Gln,
Val) derivado de ACI-80, fue desarrollado para unirse especificamente a formas
oligoméricas y fibras de Ap (Wiesehan et al., 2003; Bartnik et al., 2010; Van Groen et al.,
2009).

1V. 1. 3. Barrera Hematoencefalica

Una de las cosas que se debe tener en mente al momento de pensar en un
tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer es la dificultad que existe en lograr
acumular ciertos farmacos en el cerebro debido a la presencia de la barrera
hematoencefalica. Esta barrera estd conformada por células endoteliales en una extensa
superficie de intercambio entre el torrente sanguineo y el cerebro (Abbott et al., 2010).

Debido a la presencia de estas uniones estrechas (Tjs) la barrera actia como una
barrera fisica y es con frecuencia el factor limitante de la velocidad para la penetracion de
proteinas, agentes farmacologicos o péptidos en el sistema nervioso central (SNC) (Begley
2004; Abbott et al.,2006). Por tanto, muchos farmacos potenciales, que podrian ser
eficaces en su sitio de accion, han fallado durante el desarrollo debido a que no llegan a
concentraciones terapéuticas dentro del SNC (Boer y Gaillard 2007).

El transporte de macromoléculas a través de la barrera hematoencefalica ocurre a
través de la via cenocitica, por mecanismos de transcitosis mediada por receptor. Mediante
el control de acceso al cerebro, la barrera hematoencefalica (BHE) restringe la entrada de
proteinas y fa&rmacos potenciales a los tejidos cerebrales.
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VI. 1. 4. Permeabilidad y efecto de fibras peptidicas - amiloides sobre el endotelio

cerebral

Se tiene cierto conocimiento de que la barrera hematoencefélica (BHE) controla la
entrada de derivados AP libres en el plasma al sistema nervioso central (SNC) por un
complejo conocido como RAGE (los productos finales de glicacion avanzada) (Yan et al.,
1996; Deane et al., 2003) por lo que sugiere que el péptido AP puede perturbar las uniones
estrechas (TJ) de la barrera BHE a través de la interaccion con el RAGE como un
mediador especifico.

El péptido beta amiloide interactda con la vasculatura y el flujo sanguineo cerebral
proporcionando un medio por el cual amplifica el riesgo de accidente cerebrovascular
hemorragico y demencia. Las fibras peptidicas f-amiloides se acumulan en las paredes de
las arterias cerebrales del SNC y del cerebro y conducen a la angiopatia amiloide cerebral
(CAA) denominada también angiopatia congofilica (Ellis et al., 1996). La angiopatia
amiloide cerebral puede causar sangrado intracerebral, normalmente en las partes

exteriores del cerebro, llamadas los l6bulos, y no en las areas profundas.

Algunos autores han coincidido en que el péptido AP induce la entrada de calcio en
las células, ya sea directa o indirectamente (Kawahara et al., 2000;.. Kagan et al., 2002)
provocando o conduciendo a un cambio en las TJs (Stuart et al., 1996), asi como induce la

expresion de metaloproteasas de la matriz (MMPs) (Bond et al., 1998).

IVV.1.5. Busqueda de tratamiento a través de la barrera hematoencefélica

Recientemente, nanoparticulas (NPs) multifuncionales han sido desarrollados para facilitar
la administracion de agentes terapéuticos a través de la BHE. Esto se ha logrado mediante
la modificacion del material acarreador con la uniéon de ligandos para receptores que se
encuentran en las neuronas y las células endoteliales capilares de la BHE, tales como el
receptor de transferrina, receptor de lactoferrina, receptor de la insulina y del receptor de
acetilcolina. Esta terapia se basa en generar dafio local a las células cancerosas o
desagregacion de agregados de proteinas tdxicas involucran en la enfermedad
neurodegenerativa, tales como la enfermedad de Alzheimer (AD).
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Demeule y colaboradores (2008) han informado que una familia de péptidos, del
dominio derivado de Kunitz de aprotinina, llamados Angiopeps, se pueden utilizar como
un sistema coadyuvante en la administracion de farmacos para el cerebro. Estos autores
han caracterizado la capacidad de transcitosis de estos péptidos usando un modelo in vitro
de la BHE, y en la perfusién cerebral in situ. Entre los sistemas de transcitosis mediada por
receptores mejor caracterizados, se encuentran aquellos constituidos por los receptores de
transferrina, de insulina y la proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LRP 1y 2).

Xihui y colaboradores (2013) han reportado que la asociacién entre péptido
angiopep-2 (conformado por 19 amino acidos (a.a) (Thr-Phe-Phe-Tyr-Gly-Gly-Ser-Arg-
Gly-Lys-Arg-Asn-Asn-Phe-Lys-Thr-Glu-Glu-Tyr) con nanoparticulas y receptores de
proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP) en las células
endoteliales de los capilares del cerebro, aumenta significativamente la absorcion
intracerebral de las nanoparticulas. Siendo sistemas como estos una promesa para el
diagnostico o tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central, tales como
tumores cerebrales y la enfermedad de Alzheimer sin comprometer o dafiar la BHE. (Xihui
et al., 2013).

IV.1. 5.1. Aplicaciones médicas de nanoparticulas anisotropicas

Las nanovarillas NV, exhiben dos distintos modos de resonancia de plasmon. El
plasmon superficial transversal y el longitudinal (LPSR) de las nanoparticulas
anisotrépicas aparecen en el visible y cerca de la regién NIR en el espectro de absorcion,
respectivamente (Panikkanvalappil R. et al., 2011). La banda del LPSR longitudinal puede
ser sintonizada en la region NIR y aprovechada como agente en terapia fototérmica, en este
caso contra la enfermedad de Alzheimer. Esta terapia se basa en generar dafio local a las
células cancerosas o0 desagregacion de agregados de proteinas toxicas involucran en la
enfermedad neurodegenerativa, tales como la enfermedad de Alzheimer (AD).

Algunos estudios han demostrado que mediante la conjugacién de nanoestructuras
de oro conjugadas con péptidos que puedan unirse selectivamente a agregados de AP (es
decir, oligomeros, protofibrillas y fibrillas) y mediante el calor disipado por estas
nanoestructuras es posible destruir estos agregados. Este enfoque podria ser utilizado como

un tipo de cirugia molecular para eliminar los agregados toxicos presentes en los cerebros
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de pacientes y de ese modo detener o ralentizar la progresion de esta enfermedad (Kogan et
al., 2006 y Araya et al., 2008)

La efectividad de este posible tratamiento depende de la internalizacion a través de
la BHE y una posible selectividad a las estructuras polipeptidicas de caracter amiloide,
teniendo como fin evitar la agregacion y formacién de estas. Por tal motivo, en este
capitulo se estudid la relacion entre las variaciones del plasmén de resonancia longitudinal,
asociado al tamario, de las nanovarillas de oro Au NV Yy el efecto de la conjugacion de
estas con péptidos angiopep-2 y D1 como potenciadores de la interaccion de las
nanovarillas con un modelo de membrana de células endoteliales de la BHE y su posterior

internalizacion.
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1VV.2. Resultados

1VV.2.1. Sintesis de Nanovarillas de oro

Las nanoestructuras de oro son altamente reactivas, permitiendo su conjugacion con
moléculas sintéticas o biomoléculas (anticuerpos, polimeros, farmacos, ADN, ARN,
péptidos, etc.), ademas, su tamafio reducido les permite penetrar a través de barreras
bioldgicas, alcanzando diferentes sitios de interés, ademas de la capacidad para absorber la
radiacion electromagnética y dispersar en forma de calor local. La region del infrarrojo
cercano es transparente para la mayoria de los tejidos del cuerpo, lo que significa que esta
radiacion puede penetrar el tejido hasta varios centimetros. Las nanovarillas de oro (Au
NV) pueden ser utilizadas en la terapia fototérmica o deteccion de especies toxicas de

agregados proteicos.

Las nanovarillas de oro (Au NV) exhiben dos plasmones de superficie en el
espectro de absorcion cuando la radiacion electromagnética interactda con la longitud y la
anchura siendo posible ajustar el LSPR cambiando el tamafio, la forma, la composicion y
los alrededores de la nanoparticula. En el caso de las nanovarillas sintetizadas en este
trabajo podemos observar un corrimiento de plasmén longitudinal hacia la derecha con
respecto a la variacion del &cido ascérbico durante la sintesis, como puede observarse en la
figura 33. El primer pico de absorcién en el caso de las Au NV con 0.75 mM de &cido
ascorbico aparece con un maximo proximo a ~ 520 nm y el pico correspondiente al
plasmén longitudinal aparece ~a 740 nm. Para el caso de las Au NV de 1 mM,
encontramos el pico de plasmén transversal aparece a ~520 nm y el pico longitudinal
aparece ~790 nm. Para el caso de las Au NV sintetizadas con 1.25 mM de acido ascorbico
aparece a ~525 con la aparicion de un ensanchamiento de la banda con un "hombro™ que
aparece a ~550nm y el plasmon longitudinal aparece en 812 nm. Por ultimo, las NV con
1.75 mM de &cido ascérbico el pico transversal aparece a ~520 con un “hombro™ a 550 nm
y el plasmon longitudinal aparece a 825nm. La relacion de aspecto puede observarse en las

micrografias de la figura 34.
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Figura 33. Espectros de UV-Vis-NIR de solucion de nanovarillas de oro conforme se
incrementa la cantidad de acido ascorbico durante la sintesis. La segunda banda

corresponde al plasmoén longitudinal.
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Figura 34. Micrografia de microscopio electrénico de transmisién de barrido en donde se
muestra el efecto las variaciones de la concentracion de acido ascOrbico en la relacion de

aspecto de la AuNv

1V. 2. 2. Isotermas de adsorcion de NV de oro en MMCE de la BHE

Las membranas bioldgicas y las membranas celulares son estructuras fluidas y
dinamicas conformadas por fosfolipidos anfipaticos, que les permiten generar
espontaneamente una membrana en un entorno acuoso, creando una doble capa de
alrededor de 4 y 5 nm de espesor. Los componentes basicos de una membrana celular son
los fosfolipidos, que pueden ser saturados o insaturados. Las proporciones saturadas
determinan el grado de fluidez de la membrana. Las nanoestructuras pueden interactuar o
entrar a la célula por dos posibles caminos, endocitosis 0 adsorcidn por interacciones no
especificas con la membrana. En este caso, se estudiaron las interacciones a nivel
fisicoquimico usando un modelo de membrana de células endoteliales (MMCE).

La construccion y caracterizacion fisicoquimica del MMCE se realiz6 en la

interfase aire-agua usando una Balanza de Langmuir-Blodgett; asi como la modificacién
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de la MMC debido a la adsorcion de nanovarillas de oro (Au NV), los materiales y

métodos se encuentran explicados con mayor detenimiento en el capitulo II.

La isoterma de adsorcion que corresponde al MMCE correspondiente a la sintesis
de Au NV con un plasmén de resonancia longitudinal (PRL) de 740 nm encontramos que
para areas moleculares por encima de ~120 A? las presiones superficiales se encuentran
cercanas a cero, comparables con el estado gaseoso. Como podemos observar en la figura
35, la fase liquido expandido (LE), se encuentra en un area promedio por molécula en
valores proximos entre 74 y 113 A? teniendo la coexistencia entre la fase gas y fase liquida
expandida; Seguida de esta se encuentra una fase mas condensada donde podrian estar
coexistiendo una fase liquido expandido- liquido condensado, LE-LC; alrededor 66 y 75
A? aproximadamente, aparece una fase de transicion seguido de una fase LC que se

traslapa con la fase LC del MMCE sin presencia de Au NV.

La siguiente isoterma que corresponde al MMCE en presencia de NV de oro con
plasmon de resonancia longitudinal de 790 nm, presenta una fase de coexistencia gas-LE
similar a la isoterma de la Au NV con PRL de 740 nm; sin embargo, la fase LE se extiende
desde un valor préximo entre 78 y 115 A? y una coexistencia de LE-LC aparece entre 70 y
80 A?. La fase LC aparece a un area ~63 -70 A% Esta Ultima se traslapa con la siguiente

isoterma que presenta un PRL de 812 nm.

La isoterma con Au NV sintetizadas con una concentracion de &cido ascorbico de
1.25 mM, PRL de 812 nm, presenta una presion cercana a 0 a un valor préximo a 125 A?,
al comprimir las barreras, inmediatamente se observa un aumento en la presion
correspondiente a la fase LE entre ~90 a 123 A% La coexistencia de las fases LE-LC
aparece entre 72 a 90 A Seguido de esto ocurre un cambio en la pendiente hacia una fase
mas condensada LC entre 63 a 70 A,

Por ultimo, la isoterma correspondiente a una concentracion de plasmon de
resonancia de 825 nm, presenta una similitud con la isoterma de adsorcion anterior puesto
gue al comenzar los valores permanecen muy cercanos a 0 seguido de un subito aumento
de presion al comenzar la compresion. La fase caracteristica de LE aparece entre 98 a 100
A% La coexistencia de las fases LE-LC aparecen entre 80 y 100 A?. Seguidos de un

aumento de presién a un area entre 72 y 80 A?.
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Figura 35. Isoterma de Langmuir de MMCE de BHE a 25°C en presencia de Au NV con
un PRL de 740, 790, 812 y 825 nm, respectivamente.
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I11. 2.2.1. Mddulos de compresibilidad

El mddulo de compresibilidad para cada isoterma, ha sido utilizado para

caracterizar las propiedades mecanicas de las monocapas en interfase agua/aire.

1 A(dﬂ)
K=—= — [
C dA’"

El médulo de compresibilidad para cada presion (m) y area (A) de una isoterma
permitio caracterizar las propiedades mecanicas de las monocapas. Pudiendo encontrarse
cierta relacion de la interaccion de algunas moléculas capaces de producir mayor o menor

flexibilidad dependiendo de algunos factores como morfologia de la nanovarilla.

En la figura 36 se muestra el comportamiento de los médulos de compresion de las
monocapas del MMCE como mezcla pura y en presencia de las Au NV con diferente PRL.
Durante la fase LE, las Au NV con diferentes PRL muestran una elasticidad similar, y a
medida que incrementa la presion de superficie, esta va cambiando hasta llegar a una fase

de coexistencia LE-LC.

Un primer pico del mddulo de compresibilidad de la monocapa del MMCE de la
BHE a 25°C inicia aproximadamente a una n de 14.51 mN/m y una k de 10.38 N/m?, la
cual corresponde a la regién donde se encuentra la fase LE-LC a ~80 A% posteriormente
aparece un segundo pico a una © de 21.65 mN/m y una « de 22.88 mN/m?, encontrandose

un maximo del médulo en 35 mN/m correspondiente al colapso.

Para el mddulo de compresibilidad del MMCE en presencia de NV de oro que
presenta el PRL a 740 nm, presentan un pico alrededor de 15.83 mN/m y k de 11.19 en un
area proximo a 78 A% en la isoterma. El siguiente pico aparece a 21.45 mN/m con una k de

17.51 N/m?; transiciones de fase que no son muy claras en la isoterma de compresion.
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El primer pico en el modulo correspondiente a un PRL de 790 nm aparece a una
presion de superficie de 14.84 mN/m y una k de 10.20 que corresponde a una fase de LE;

el segundo pico aparece a 18.94 mN/m y una k de 15.20 donde coexisten la fase LE-LC.

En cuanto al modulo k que corresponde a un PRL de 812 nm, aparece a  de 12.58
con una k de 7.58 en una regién cercana a 90 A? donde encontramos la fase LE; un
méximo en 7 de 16.56 y una k de 10.29 N/m? en la regién en donde coexisten las fases LC-

LE, misma que puede observarse claramente en la isoterma de compresion y un ultimo
maximo correspondiente al colapso.

Por altimo, en el modulo para el PRL de 825 nm, un primer pico correspondiente a
n de 15.51 mN/m y una « de 10.38 N/m? Un segundo pico aparece muy préximo a una m
de 30 mN/m. La disminucién de los valores de k indica que los cambios de PRL de las
AuUNV, que podemos adjudicarles a un cambio en la longitud de las Au NV, modifican el

empaquetamiento de la monocapa del MMCE haciéndola menos rigida.
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Figura 36. Mddulo de compresion calculado mediante la derivada de la isoterma

correspondiente.
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IV. 2. 3. Imagenes de peliculas de Langmuir-Blodgett en AFM del MMCE
(DPPC/DPPS/DPPE y SM) de la BHE

Las monocapas fueron extraida a una presion fija de 30 mN/m en el que el
equilibrio de la fase de transicion de LE-LC, después de haber sido depositada la muestra
en la subfase de PBS.

En la figura 37, se muestra la imagen de una monocapa de MMCE de la BHE
transferida a una mica a 25°C y a una presion de superficie de 30 mN/m. Como puede
observarse en la monocapa de MMCE de la BHE se formd un empaquetamiento de los
fosfolipidos en dominios con formas irregulares. La morfologia mas evidente es la

formacion de bandas o racimos de fosfolipido.

Estas conformaciones en la monocapa presentan dos poblaciones de alturas, la
poblacién, en promedio mayoritaria, presenta una altura de 2.5 nm; la siguiente poblacion

presenta alrededor de 4.8 nm de alturas.

En la figura 38 podemos observar el andlisis de altura donde encontramos que el
valor del eje Z de las bandas presentan en promedio una altura de entre 2.5 y 3.5 nm;
mientras que las zonas donde encontramos dominios irregulares dispersos, presentan una
altura de entre 1 y 1.5 de altura; la dimension del ancho de esta banda es de alrededor de
230 nm.

Los fosfolipidos con é&cidos grasos saturados permiten el empaquetamiento
compacto de los lipidos dentro de las denominadas balsas lipidicas; los esfingolipidos
también contienen cadenas laterales de acidos grasos saturados, como el colesterol, y estos
acidos grasos saturados son capaces de empacarse de manera muy estrecha, por lo que la
formacion de estas balsas de lipidos son muy ordenados y menos fluidas que el resto de los

lipidos que los rodea en la monocapa.
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Figura 37. Imagen de AFM de pelicula de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE con PC, PS,
PE y SM e histograma correspondiente.
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Figura 38. Imagen de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE con PC, PS,
PE y SM y analisis de alturas para el eje Z.

En la figura 39 se muestra la imagen de una monocapa de MMCE de la BHE en
presencia de Au NV transferida a una mica a 30 mN/m. En esta, es posible observar
similitudes a las monocapas del MMCE de la BHE sin Au NV; sin embargo, una
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formacion que destaca, es una estructura de ovillo o micelar que mediante el analisis del
eje Z, en la figura 40, indica un aumento en la altura de hasta 12 nm y un ancho de la
banda de alrededor de 306 nm.

En las figuras 37 y 38 podemos observar el analisis de altura donde encontramos
que el valor del eje Z de las bandas presentan en promedio una altura de entre 2.5y 3.5
nm; mientras que las zonas donde encontramos dominios irregulares dispersos, presentan

una altura de entre 1 y 1.5 de altura.

En la imagen 41 vemos otro tipo de morfologia de las bandas encontradas en las
monocapas del MMCE en presencia de las Au NV; como en las imégenes anteriores
también se presentaron estos agregados micelares o de ovillos con alturas de entre 10 nm
cuando se encontraban dispersos en los dominios irregulares, y entre 25 nm en el caso de

los que se encontraban dispersos en las bandas o racimos de fosfolipidos.
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Figura 39. Imagen de AFM de pelicula de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE con PC, PS,

PE y SM en presencia de AuNV e histograma correspondiente.
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Figura 40. Imagenes de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE
con DPPC, DPPS, DPPE y SM y un analisis de altura del eje Z correspondiente,
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Figura 41. Imégenes de AFM de las peliculas de Langmuir-Blodgett del MMCE de la BHE con
DPPC, DPPS, DPPE y SM en presencia de NV y analisis de altura del eje Z correspondiente
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IV. 2. 2. Isotermas de adsorcion de Au NV conjugadas con péptido Angiopep-2
y D1 en MMCE (DPPC/PS/y SM) de la BHE

Tras los resultados obtenidos con dichas variaciones en la sintesis se opté por
utilizar la sintesis con las Au NV que presentaba un plasmén de resonancia de 790 nm,
dado a que en esta sintesis no observamos la aparicién de "hombro™ que esta asociado a la
aparicion de otras estructuras, para conjugarlos con los péptidos anfipaticos D1, que
reconoce agregados toxicos de la proteina B-amiloide, y angiopep-2 que tiene la propiedad

de atravesar la barrera hematoencefalica.

En la figura 42 se muestra una isoterma (n-A) del MMCE conformada por DPPC/
DPPS/ y SM, la cual experimentalmente present0 mayor estabilidad, de la barrera
hematoencefalica (BHE) sobre una subfase de PBS obtenida a una temperatura de 25°C,
esta aparece en linea continua en color negro. La fase gaseosa-LE en donde las moléculas
ocupan, en promedio, todo el area de trabajo disponible, considerado un gas en dos
dimensiones, se encuentra en un area promedio por molécula en valores mayores a 100 A?,
la fase liquido expandida (LE) se encuentra en valores promedio por molécula entre 80 y
100 A2 Seguido de estas, encontramos un ligero cambio en la pendiente en una regién
proxima entre 50 y 75 A? correspondiente a la fase LE-LC (liquido expandido-Liquido
condensado) seguida por un incremento de presion en la fase LC donde ocurrio el colapso

~auna 7w de 45 mN/m.

En la isoterma de compresion del MMCE en presencia de Au NV sin conjugar, la
fase LE comienza a en una region correspondiente a 97 A% a una presion de superficie que
comienza desde 2.21 mN/m; una fase de coexistencia entre LE y LC que en el MMCE sin
Au NV aparece en la regién proxima entre 50 y 75 A? aparece ahora entre las regiones
aproximadas entre 50 y 67 A% y a una presion de superficie de 35 mN/m. Por dltimo la
fase LC aparece entre 37 y 50A? lo que podria sugerir una expulsién de material antes del
colapso. Un comportamiento similar es presentado por la isoterma de compresion del
MMCE en presencia de Au NV conjugadas con el péptido angiopep-2 y el péptido D1. Sin
embargo, no presenta una transicion similar al MMCE puro y al MMCE con Au NV sin
conjugar. Ademas de que la fase LC aparece entre la region de 47 y 67A2, colapsando a

una presion de 33 mN/m y un 4rea por molécula de 46A2.
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Figura 42. Isoterma de Langmuir de MMCE de BHE a 25°C en presencia de Au NV sin conjugar y
Au NV conjugadas con Angiopep2 y D1
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1V. 3. Discusiones

La nanotecnologia ha tenido un gran impacto en abrir nuevas posibilidades para el
desarrollo de la nanobiomedicina. Un namero significativo de estudios han demostrado el
impacto de la forma, el tamafio y la carga superficial (determinada por la funcionalizacion)
de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular y la internalizacion en las células. Para
lograr la penetracion a nivel de la membrana plasmatica es necesario disminuir los efectos

adversos.

En el caso del uso de las Au NV, la citotoxicidad de las mismas depende en gran
medida de la superficie de recubrimiento. El bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), un
material importante durante la sintesis, ha demostrado ser citotoxico para muchas lineas
celulares (Alkilany et al.,, 2009) (Wang et al., 2008), lo que hace necesario el

recubrimiento adecuado para la biocompatibilidad antes de pensar en su posible aplicacion.

Por otro lado, el camino a través de una barrera bioldgica depende de su interaccion
con las membranas, siendo parametros importantes: la carga, la hidrofobicidad el grado de
funcionalizacion, el tamafio de particula, etc. Para asegurar su disponibilidad y viabilidad
en el plasma y lograr penetrar a las células, es necesario que las especies presentan una
carga positiva, de modo que exista una interaccion primaria con la membrana, la cual esta
cargada negativamente, y por lo tanto se promueva la endocitosis o desplazamiento a
través de la membrana. En la literatura podemos encontrar el uso de péptidos vectores
dada su capacidad de penetrar las células; estos péptidos se caracterizan por tener una
secuencia de aminoacidos con varios residuos de arginina y lisina, lo que les proporciona

una carga neta positiva.

Algunos estudios sobre interacciones nanoestructuras-célula, basadas en la
variacion de carga superficial de los de las nanoestructuras cubiertas con diferentes
moléculas, describen que la interaccion con la membrana celular se ve favorecida por
estructuras catidnicas en lugar de anionicas e hidrofobicos, sin embargo, las catidnicas
también han demostrado que pueden tender a generar una irrupcién en la membrana celular

y por lo tanto conllevan a efectos citotoxicos agudos. Por ejemplo, Landgraf y
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colaboradores en 2015, realizaron un estudio en el que comparaban el tamafio, la forma y
la carga de diferentes nanoestructuras, encontrando que una superficie cargada
positivamente condujo a la reduccién mas fuerte de la viabilidad celular, mientras que las
nanoparticulas neutras y cargadas negativamente fueron altamente biocompatibles a las
células endoteliales. Estos resultados se atribuyen a una répida internalizacion de las
nanoparticulas funcionalizadas con cargas mayormente positivas en combinacién con el

dafio de las membranas intracelulares.

Durante las interacciones de péptidos con membrana, tanto el péptido y como la
membrana pueden experimentar una serie de cambios estructurales. Por tal motivo, los
estudios tedricos y experimentales de las interacciones entre péptido y membrana
constituyen un tema muy dificil para la investigacion y la comprensién completa de la
relacion entre la estructura del péptido y el mecanismo de interaccion con lipidos, como
hemos visto en el capitulo Ill, asi como comprender los detalles moleculares de este
proceso. Sin embargo, es de suma importancia para que puedan dar caracter de

funcionalidad a nanoestructuras metalicas o en si mismas para aplicaciones terapéuticas.

Por ejemplo, podemos mencionar a los péptidos antimicrobianos (AMP) que son
capaces de reconocer y matar a muchos patogenos, y un numero de estos péptidos han sido
identificados como componentes clave del sistema de defensa inmune natural. La familia
de péptidos anfipaticos estas relacionados con la penetracion celular y son denominados
CPP; estos son capaces de difundir de manera eficiente a través de la membrana celular, ya
sea por si mismos o junto con una carga molecular, y en especial para este trabajo han sido
importantes como posibles vectores para cruzar la BHE y tener afinidad por fibras

amiloides.

El modelo de membrana celular para representar a la barrera hematoencefalica
consistio en basicamente dos tipos de mezclas, la primera utilizada consistio en cuatro
fosfolipidos (DPPC, DPPS, DPPE y SM), mas detalle en el capitulo 11, sin embargo, por la
complejidad de la misma, Unicamente se realizaron los experimentos de adsorcion de Au
NV en funcion del PRL, obteniendo resultados muy interesantes en cuanto a las diversas
conformaciones de los microdominios provocadas por la interaccion entre estos cuatro
fosfolipidos y en papel que tienen estos dominios en la internalizacion de dichas

nanoestructuras.
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La segunda mezcla lipidica utilizada consistié en DPPC, DPPS y SM, para los
experimentos con Au NV con plasmon de 790 nm conjugadas con péptido Angiopep2 y
D1 en los cuales, la mezcla también mostro tener afinidad tanto con Au NV y Au NV

conjugadas.

Las mezclas utilizadas presentan diferencias en las propiedades debido a las
caracteristicas de cada fosfolipido, la proporcion de los mismos utilizados, la interaccion
entre ellos, etc. Por ejemplo, tanto el DPPC y la DPPE son conocidos por ser isoeléctricos
sobre un amplio rango de pHs, asi mismo, la SM muestra ser neutro a pH fisiolégico.
Mientras que el fosfolipido DPPS es un lipido negativo que naturalmente predomina en las
membranas de muchas células de mamiferos, e igualmente en los experimentos realizados
en este estudio.

Gracias al caracter anionico del fosfolipido DPPS a pH fisiolégico, es que
desempefia un papel importante en los procesos que implican las interacciones entre la
membrana y el medio extracelulares mediante la regulacion de la concentracion de
protones, cationes, y cualquier metabolito cargado en la superficie de la membrana. Asi, su
carga contribuye a la creacion de los potenciales transmembrana que participan en los
procesos que regular la actividad de ciertas proteinas de la membrana. Para determinar la
contribucion a la carga de la membrana atribuida por la PS, uno debe conocer su pKa, es
decir, el pH a la cual la mitad de las moléculas de PS esta cargada; y en el caso de este
estudio, el valor del pKa a pH fisioldgico utilizado es de 2.21, por lo que el 100% de
moléculas de PS estan cargadas negativamente, y el resto de los fosfolipidos de la
composicion estan en su forma neutra.

Analizando las isotermas tipicas de los fosfolipidos individuales que componen la
mezcla, es posible determinar el efecto de qué fosfolipido es el mas predominante en la
forma que adquiere la isoterma. En particular, para las monocapas de DPPC puro se tiene
caracterizada la isoterma tipica (m-A) a 25°C en la cual en areas por molécula grandes,
mayores a 100 A?, la presion superficial que en un inicio presenta un valor bajo, comienza
a aumentar sin problemas con la compresion, lo que indica un empaquetamiento cada vez
mayor de la fase de liquido-expandido (LE). Avanzando con la compresidn, en el area por
molécula de aproximadamente 66 A la isoterma de n-A presenta una meseta plana tipica
correspondiente a la coexistencia de una fase fluida LE y una fase altamente ordenada

liquido condensado (LC), caracterizada por una baja fluidez (Kaganer et al., 1999). Cuando
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la monocapa se comprime ain mas, por debajo de un valor del area por molécula de
aproximadamente 50 A?, la presién superficial aumenta con una pendiente més grande, lo
que indica que solo la fase de LC esta presente. La compresion conduce a un nuevo cambio
en la pendiente de la isoterma correspondiente a la aparicion del estado solido seguido de
un colapso de la monocapa, a una presion superficial de aproximadamente 70 mN /m.

Para explicar los cambios observados en el comportamiento de las monocapa que
conforman el MMCE de la BHE, compuesto por DPPC/DPPE/DPPS y SM, en presencia
de Au NV, se ha propuesto que las Au NV al interactuar con la superficie donde se han
depositado los fosfolipidos, se forman complejos de Au NV vy fosfolipidos y en
consecuencia se incorporan en la monocapa, como suponemos se relaciona con el aumento
del valor del eje Z en las peliculas observadas en las imagenes de microscopia de fuerza
atomica, figuras 44-45.

La insercion de estas Au NV en las bandas o racimos que se han observado no
puede ser asegurado, debido a que pudiera ser ocasionado por la formacion de ovillos o
micelas de fosfolipidos y no debida a la insercion de NV; sin embargo se propondria
estudiar las monocapas con algunas otras técnicas de caracterizacion como: Modulacion de
Polarizacion- Espectroscopia de Infrarrojo de Reflexion-absorcion (MP-IRRAS) el cual es
un método espectroscopico para caracterizas la superficie de peliculas delgadas vy
monocapas flotantes. EI método utiliza las diferencias en la reflectividad de interfaces para
la luz polarizada perpendicular a la superficie y la luz polarizada plana a la superficie.
Asimismo, podria utilizarse XPS (Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X), para
obtener informacidn sobre el estado quimico y la concentracion de los elementos de la capa

de la superficie externa de un solido.

Las imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) de las peliculas de las
monocapas del MMCE (DPPC, DPPE, DPPS y SM) obtenidas a 30 mN/m, puras y en
presencia de Au NV con distintos PRL, mostraron la coexistencia de las fases LE-LC y un
empaquetamiento de los fosfolipidos en dominios agrupados de manera regular y
espaciados entre ellos. Otra morfologia observada es la conformacion de los dominios
lipidicos en forma de bandas y racimos; este tipo de estructuras, similares a las balsas
lipidicas o “rafts”, como microdominios, han sido muy reportadas para las membranas
bioldgicas que contienen mezclas de esfigolipidos (SM) y colesterol, observado por
primera vez por Thompson y colaboradores (Thompson y Tillack, 1985; Thompson et al.,

1986). Estas balsas lipidicas o “rafts” se forman cuando los lipidos sufren separaciones de
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fases laterales que producen dominios laminares coexistentes que son estables. Se ha
sugerido, también, que estas separaciones de fases pueden darse en presencia de PC y los
SM; esto podria explicar la formacion de las bandas y racimos observadas en las peliculas
de Langmuir Blodgett de las imagenes de AFM, (figura 44); sin embargo, tales bandas solo
aparecen con la mezcla compuesta por DPPC, DPPS, DPPE y SM, sugiriendo que la DPPE
al interaccionar con los otros tres fosfolipidos tiene la propiedad de formar dicho

empaquetamiento de bandas.

Las Au NV conjugadas con péptido Agiopep-2 y péptido D1, demostraron ser
capaces de potenciar la interaccion entre las Au NV con el modelo de membrana biolégica
y su posterior internalizacion, adsorcion o traslocacion con la membrana, posiblemente

adjudicado por el caracter anfipatico de los péptidos o su carga positiva.
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1V. 4. Conclusiones

Se evallo la internalizacion Au NV distintas relaciones de tamafio longitudinal, y
con una mezcla de MMCE de la BHE compuesto por DPPC/DPPS/ DPPE y SM. La
seleccion del método de sintesis para las Au NV a conjugar, se basaron en la capacidad de

internalizacion en el modelo de membrana por interacciones no especificas.

Tras estudiar las isotermas de Langmuir en presencia de Au NV con diferentes
plasmones de resonancia longitudinal, 740, 790, 800 y 825 nm, se encontrd que el area por
molécula de fosfolipido en presencia de las Au NV aumenta conforme aumenta el PRL,

debido a la incorporansion en la monocapa.

El comportamiento de la monocapa en presencia de Au NV conjugadas con el
péptido angiopep-2 y el péptido D1 mostré un corrimiento hacia areas mayores, mostrando
una evidente interaccion entre las Au NV conjugadas y el MMCE indicando que existe una
interaccion primaria de las NV con la membrana, cosa que podria facilitar el proceso de
internalizacion en las células endoteliales y el pasaje a través de la BHE.
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Amyloid-associated diseases, such Alzheimer’s, Huntington’s, Parkinson’s, and type Il diabetes, are related
to protein misfolding and aggregation. Herein, the time evolution of scattered light intensity, hydrophobic
properties, and conformational changes during fibrillation processes of rHL solutions at 55 °C and pH 2.0
were used to monitor the aggregation process of recombinant human lysozyme (rHL). Dynamic light
scattering (DLS), thioflavin T (ThT) fluorescence, and surface tension (ST) at the air-water interface were
used to analyze the hydrophobic properties of pre-amyloid aggregates involved in the fibrillation process

Ilii{ Zvr?lrbdisriam human lysozyme of rHL to find a correlation between the hydrophobic character of oligomers, protofibrils and amyloid
Oligomers aggregates with the gain in cross-p3-sheet structure, depending on the increase in the incubation periods.
Protofibrils The ability of the different aggregates of rHL isolated during the fibrillation process to be adsorbed at the
Amyloid fibrils air-water interface can provide important information about the hydrophobic properties of the protein,
ARPE-19 which can be related to changes in the secondary structure of rHL, resulting in cytotoxic or non-cytotoxic

species. Thus, we evaluated the cytotoxic effect of oligomers, protofibrils and amyloid fibrils on the cell
line ARPE-19 using the MTT reduction test. The more cytotoxic protein species arose after a 600-min
incubation time, suggesting that the hydrophobic character of pre-amyloid fibrils, in addition to the high

prevalence of the cross-f3-sheet conformation, can become toxic for the cell line ARPE-19.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Amyloid fibrils have received extensive attention in medicine,
biology and biophysics because of their implications in several
human diseases [1-6]. Currently, it is known that more than 30
human diseases, including Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s,
and type II diabetes, are related to protein misfolding [5,7,8]. The
progressive accumulation of proteinaceous amyloid aggregates in
the extracellular space of affected tissues and organs can result in
concomitant cell death, leading to abnormal function and failure of
the organs involved [6,9-11]. For instance, neuronal cell death is
associated with neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s,
Parkinson’s and Huntington’s disease; hepatocyte death has been
observed in systemic lysozyme amyloidoses; and the failure of pan-
creatic [3-cells has been observed in type II diabetes [12]. Initially,
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amyloid fibrils were considered responsible for tissue damage and
organ dysfunction because amyloid plaques are usually observed
in histological samples originating from affected tissues and organs
[8]. However, it is well known that both mature fibrils and pre-
fibrillar aggregates are cytotoxic, affecting cellular functionality
throughout the progression of amyloid illness [13]. Recently, exper-
imental evidence has suggested that prefibrillar aggregates such as
oligomers and protofibrils may cause cell damage and lead to cellu-
lar death, whereas non-native hydrophobic motifs exposed on the
protein surface can interact with essential components of cellular
membranes, altering the integrity of cells [7,14-17].In this manner,
oligomeric and amyloid aggregates have the ability to bind to and
disrupt cellular membranes and model membranes of the phospho-
lipid bilayer. This action mode has been considered the primary
toxic mechanism of amyloid pathogenesis [6,7,17]. For instance,
many reports support the hypothesis that the hydrophobic prop-
erties of the various prefibrillar aggregates play an important role in
the rupture of cell membrane models, such as liposomes, Langmuir
monolayers, and cellular assays [ 18-20]. These studies indicate that
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