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Resumen
El avance de las ciencias de la salud y el desarrollo de la tecnologia han derivado en la busqueda de

nuevos sistemas nanotecnoldgicos basados en nanoparticulas (NPs) fluorescentes para diversas
técnicas de bio-imagenes. El quitosano (QS) es un biopolimero lineal biocompatible, biodegradable,
de baja toxicidad y con propiedades anti-microbianas, lo cual lo convierte en un material versatil para
multiples aplicaciones, ej. biomedicina, biotecnologia, farmacéutica, alimentos, entre otras. El
objetivo del presente trabajo fue disefar, desarrollar y caracterizar NPs de QS fluorescente (NP-QS-
F) y estudiar su internalizacién en células de neuroblastoma humano SHSY5Y. Se sintetizaron dos
cianinas (CNN) fluorescentes y, posteriormente, se procedid a la marcacion del QS. La CNN-clorada
(CNN-CI) interactua con el QS electrostaticamente mientras que CNN-acida (CNN-Ac) se acoplé al QS
por medio de una reaccion de amidacién entre los residuos -NH; del QS y los grupos acido de la sonda.
Una vez obtenido los QS marcados, se generaron NPs mediante gelificacion idnica. Durante este
proceso, se produce la agregacidn de las moléculas poliméricas como consecuencia de la interaccién
del polisacarido de carga positiva y especies cargadas negativamente del ion tripolifosfato de sodio
(TPP) (relacion CS:TPP de 4:1). Los tres tipos de NPs (NP-QS, NP-QS-CNN-Ac, NP-QS-CNN-CI) se
caracterizaron por espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR), técnica que permitié detectar
los grupos quimicos involucrados en las interacciones entre las especies. A su vez, la fluorescencia de
las NP-QS-CNN-Ac y las NP-QS-CNN-CI en suspension fue confirmada mediante microscopia confocal
multifotén Carl Zeiss LSM 980 con detectores de super resolucion y alta sensibilidad. Mediante
analisis de dispersién dinamica de la luz (DLS) se cuantificd un tamafio medio de 504 + 32nm con un
indice de polidispersidad (Pdl) de 0,239. Por su parte, el analisis de imagenes obtenidas por TEM
evidencio que las NPs presentaban una forma esférica y diametro medio de particula de 32,3 £+ 0,9
nm. Asimismo, el andlisis de imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atémica (AFM) confirmd
los datos obtenidos por TEM. Luego se probd el efecto de las NPs en la viabilidad de células en cultivo
de neuroblastoma humano SHSY5Y mediante un ensayo de MTT. Se comprobd que la viabilidad
celular no fue afectada en las células incubadas con NPs y NP-QS-F a las concentraciones de 50 y
100ug/ml. Luego, se estudid la capacidad de internalizacidn de las NPs (50ug/ml) en células SHSY5Y
en funcién del tiempo (5, 15’, 30’, 60’, 120’ y 24hs) mediante microscopia laser confocal Olympus
FV1000. La internalizacidn y captacion celular de las NPs incrementé significativamente de manera
tiempo dependiente. Finalmente, se estudié el perfil de fluorescencia intracelular (PFl), lo que sugirié
gue una vez internalizadas las NPs, el destino que tendrian las mismas seria compatible con el

fendmeno de escape lisosomal. En conclusién, el trabajo llevado a cabo en la presente Tesis de




Licenciatura, permite considerar la posibilidad del empleo de estas NP-QS como estrategias no sélo
para fines terapéuticos, es decir para la vehiculizarian de farmacos, sino también con aplicaciones
diagnésticas con la finalidad de mejorar la sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas de

imagenes.




Abstract

The advancement of health sciences and technological development have led to the search for new
nanotechnological systems based on fluorescent nanoparticles (NPs) for various bio-imaging
techniques. Chitosan (CH) is a biocompatible, biodegradable, low toxicity linear biopolymer with anti-
microbial properties, making it a versatile material for multiple applications, such as biomedicine,
biotechnology, pharmaceuticals, food, among others. The objective of this study was to design,
develop, and characterize QS fluorescent NPs (NP-CH-F) and study their internalization in human
neuroblastoma SHSY5Y cells. Two fluorescent cyanines (CNN) were synthesized, and QS was marked
accordingly. The chlorinated CNN (CNN-CI) interacts with QS electrostatically, while the acidic CNN
(CNN-Ac) was coupled to QS through an amidation reaction between the -NH2 residues of QS and
the acid groups of the probe. Once the marked QS was obtained, NPs were generated through ionic
gelation. During this process, the aggregation of the polymeric molecules occurs as a result of the
interaction of the positively charged polysaccharide and the negatively charged species of sodium
tripolyphosphate ion (TPP) (CS:TPP ratio of 4:1). The three types of NPs (NP-CH, NP-CH-CNN-Ac, NP-
CH-CNN-CI) were characterized by Fourier transform spectroscopy (FTIR), which allowed detecting
the chemical groups involved in the interactions between the species. Moreover, the fluorescence of
the NP-CH-CNN-Ac and NP-CH-CNN-Cl in suspension was confirmed by Carl Zeiss LSM 980 multifocal
confocal microscopy with super-resolution and high-sensitivity detectors. The dynamic light
scattering (DLS) analysis quantified an average size of 504 + 32nm with a polydispersity index (Pdl) of
0,239. The analysis of images obtained by transmission electron microscopy (TEM) showed that the
NPs had a spherical shape and a mean particle diameter of 32.3 + 0.9 nm. Likewise, atomic force
microscopy (AFM) image analysis confirmed the data obtained by TEM. The effect of NPs on the
viability of human neuroblastoma SHSY5Y cell culture was tested using an MTT assay. It was found
that cell viability was not affected in cells incubated with NPs and NP-CH-F at concentrations of 50
and 100ug/ml. Then, the internalization capacity of NPs (50ug/ml) in SHSY5Y cells was studied over
time (5’, 15’, 30°, 60°, 120’ and 24hs) by Olympus FV1000 confocal laser microscopy. The
internalization and cellular uptake of NPs increased significantly in a time-dependent manner. Finally,
the intracellular fluorescence profile (IFP) was studied, suggesting that once internalized, the NPs'
destination would be compatible with the lysosomal escape phenomenon. In conclusion, the work
carried out in this undergraduate thesis allows for the possibility of using these NP-C

as strategies not only for therapeutic purposes, i.e., drug delivery, but also for diagnostic applications

with the aim of improving the sensitivity and specificity of various imaging tests.
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Abreviaturas

AFM Atomic force microscopy = microscopia de fuerza atémica

BHE barrera hematoencefilica

CNN Cianina

CNN-Ac Tricarbocianina acida

CNN-CI Clorotricarbocianina

DLS Dynamic Light Scattering = Dinamica de luz laser

FDA U.S.A Food and Drug Administration = Administracién de Drogas y Alimentos
de EE.UU.

FTIR Fourier-transform infrared spectroscopy = espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier

GRAS Generally recognized as safe = Generalmente es reconocido como seguro

NPs Nanoparticulas

NP-QS Nanoparticulas a base de quitosano

NP-QS-CNN-Ac  Nanoparticulas de quitosano marcado con tricarbocianina acida

NP-QS-CNN-CI Nanoparticulas de quitosano marcado con clorotricarbocianina

NP-QS-F Nanoparticulas a base de quitosano marcado con sonda fluorescente

Pdi Polydispersity index =Indice de polidispersidad

PFI Perfil de fluorescencia intracelular

Qs Quitosano

SHSY5Y Linea celular de neuroblastoma humano

SNC Sistema Nervioso Central

TEM Transmission electron microscopy = microscopia de transmision electrdnica

TPP Tripolifosfato de sodio
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1. Introduccion
1.1. Desafios y problemas de la neurofarmacologia

Las enfermedades que afectan al sistema nervioso central (SNC) constituyen uno de los
grupos de patologias mas relevantes y cuyo tratamiento es uno de los mds complejos a nivel mundial,
siendo estas enfermedades una de las areas de salud no cubiertas de mayor y mas rapido incremento.
Los trastornos neurolégicos (ej. Alzheimer, Parkinson, accidentes cerebrovasculares, esclerosis
multiple, esclerosis lateral amiotrofica, epilepsia, migrana, lesiones cerebrales y neuroinfecciones) se
reconocen cada vez mas como las principales causas de muerte y discapacidad en todo el mundo. El
estudio “Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study 2016” publicado en la prestigiosa
revista The Lancet - Neurology, tuvo como objetivo proporcionar las estimaciones mdas completas y
actualizadas de la carga mundial, regional y nacional de los trastornos neuroldgicos. En dicha
investigacion, se indica que los trastornos neurolégicos fueron la principal causa de “afios de vida
ajustados por discapacidad” (276 millones de pacientes) y la segunda causa principal de muerte (90
millones de pacientes) (Feigin y col. 2019). A pesar de su preocupante incidencia a nivel mundial y
local, muchas de estas enfermedades auln no cuentan con un apropiado tratamiento farmacoldgico,
y tanto las alternativas existentes, asi como las que se encuentran en desarrollo, deben enfrentar
ciertas limitaciones (Gribkoff & Kaczmarek, 2017; Xu y col. 2014). En general, para todo tipo de
terapia farmacoldgica, mientras mayores sean la especificidad de la droga utilizada por su blanco
molecular y su biodisponibilidad para llegar al sitio de accidn, mayor serd su efectividad (Liu y col.
2016). No obstante, muchas drogas pueden actuar en mas de un blanco molecular dependiendo de
la dosis administrada y de su biodistribucion, lo cual puede derivar en efectos secundarios adversos
(Edwards y col. 2000; Peper, 2009). Mas aun, muchas de ellas tienen una baja solubilidad en agua y/o
una baja permeabilidad celular, limitaciones que ademas de afectar a muchas drogas clasicas del tipo
molécula pequefia, se han hecho particularmente relevantes para las nuevas estrategias basadas en
péptidos, proteinas y acidos nucleicos, debido a su mayor tamafio y propiedades quimicas (Yun, Lee,
y Park 2015). Dada su alta relevancia para el organismo, el SNC es un una regién especialmente
protegida y el paso de sustancias desde y hacia ella se encuentra altamente regulado por la barrera
hematoencefalica (BHE), una barrera bioldgica natural cuya principal funcién es la separacién entre
los componentes de la sangre en circulaciéon y del fluido extracelular cerebral (Pardridge 2022). De
esta manera, se evidencia que la existencia de estas barreras biolégicas supone un importante
obstaculo para cualquier droga que se pretenda sea dirigida al SNC, lo que implica, por un lado, Ia

limitacién de la efectividad de muchos farmacos actualmente existentes, y por otro, una
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preocupacion para el disefio de nuevas alternativas terapéuticas (Tan y col. 2022). Por otra parte, es
importante destacar que el direccionamiento especifico hacia las distintas regiones subcelulares se
hace particularmente relevante para el SNC, y en especial para la neurona, debido a la alta
especializacion que dichas regiones poseen este tipo celular. De esta manera, ademas de la necesidad
de atravesar barreras biolégicas, es importante que los fdirmacos sean capaces de ejercer sus efectos
en regiones subcelulares determinadas, a fin de minimizar efectos colaterales y maximizar su

actividad farmacoldgica (Agrahari y Kumar 2022).

1.2. Nanoparticulas como potenciales vehiculos de farmacos

La Nanotecnologia se define como la ciencia involucrada en el disefio, sintesis, caracterizacién
y aplicacion de materiales y dispositivos cuya organizacion funcional mas pequefia, en al menos una
dimensidén, esta en la escala nanométrica o una billonésima parte de un metro. Se considera que la
nanotecnologia es una apuesta con perspectiva a futuro por su potencial para impactar
significativamente en una gran bateria de disciplinas (Bayda y col. 2020). En particular, la
nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia, es decir, del conocimiento de los eventos
ocurridos a escala nanométrica y el desarrollo de nanomateriales, en el campo de la salud. De esta
manera, la nanomedicina involucra el estudio de la interaccion de nanomateriales con sistemas
bioldgicos con el objetivo final de que su practica conduzca al desarrollo de mejores dispositivos,
farmacos y usos para diagndsticos tempranos o tratamiento de una amplia gama de enfermedades
con alta especificidad y eficacia (Bayda y col. 2020; Wu, Wang, y Li 2020).

La definicion cldsica de nanoparticulas (NPs) con fines farmacéuticos son particulas coloidales
gue varian en tamafio de 1 a 100 nm, aunque en la practica se admite un limite superior de 500 nm

(Pabbati, Kondakindi, y Shaik 2021) (Figura 1).
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Figura 1.1. Representacion del tamafo de los objetos en la escala nanométrica. Adaptado de
Pabbati, 2021. Creado con la plataforma Biorender.com



Las NPs consisten en materiales macromoleculares en los que un principio activo (componente de un

farmaco que posee actividad bioldgica) se disuelve, se encapsula, o bien, estd adsorbido o unido.

Tipos de Nanoparticulas

NP polimérica

Dendrimero

Nanotubo de
carbono

.NH;
:.Pt\-‘
1" SNH

3

O cisplatino

Anticuerpo

Plasmido
shARN

Moléculas Terapéuticas

Figura 1.2. Tipos de NPs postulados para el uso en neurofarmacologia Adaptado de Braga Vieira y
Fernel Gamarra, 2018. Creado con la plataforma Biorender.com

El disefio y desarrollo de las NPs es una alternativa de transporte de farmacos por su capacidad de
dirigirlos a un sitio blanco especifico, liberarlo de manera controlada, al mismo tiempo que lo
protegen de las condiciones fisicoquimicas que pudieran alterar su estructura, estabilidad y funcion.
Aln mas, este tipo de vehiculos permite aumentar la biodisponibilidad de farmacos en sitios blanco
de dificil acceso como lo es la BHE descripta en el item 1.1 (Santos y col. 2019; Z. Liy col. 2022 B).
Las propiedades fisicoquimicas de las NPs, tales como el tamafio pequefio y las propiedades
superficiales modificables, como la adhesidn a las superficies, las hacen herramientas ventajosas para
dirigir fAirmacos y bioactivos al SNC. Existe un rango amplio de NPs, organicas e inorganicas, utilizadas
en el campo de la neurologia capaces de transportar moléculas con un propdsito terapéutico. Dentro
del grupo de las NPs organicas se encuentran las poliméricas, micelas y dendrimeros. En relacién con

las NPs inoganicas, algunos ejemplos son las NPs de oro y los nanotubos de carbono, entre otros
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(Nguyeny col. 2021; Ribovski, Hamelmann, y Paulusse 2021).

De esta manera, el hecho de que exista tanta diversidad de NPs tiene ofrece la existencia de
herramientas de amplio espectro, siendo su uso posible por ejemplo para la edicidon genética,

vacunas, deteccion de enfermedades por bioimaging, inmunoterapia en cancer y mas (Braga Vieira

y Fernel Gamarra 2018; Mitchell y col., 2021) (Figura 2).

1.3. El uso de Quitosano como biomaterial para el desarrollo de nanoparticulas

El quitosano (QS) es considerado el biopolimero del siglo XXI ya que su estudio y sus
consecuentes usos han crecido exponencialmente. Desde un punto de vista farmacéutico, el CS
presenta gran potencial por ser biodegradable, biocompatible, no téxico y antimicrobiano. Ademas,
se destaca por su alta mucoadhesion, una propiedad necesaria en el desarrollo de nanosistemas

capaces de ejercer liberacidn. El CS se obtiene de la quitina, el segundo polisacarido mas abundante

después del colagenoy la celulosa en la Tierra.

Principales fuentes naturales de quitina

Paredes celulares de Exoesqueleto de crustaceos (p. €j., cangrejos,
algas pardasy verdes gambas, langostas, krill, langostinos), plumas u

s hojas de moluscos (p. €j., calamares y sepias) y
v ¢
W {EQ“
N

cuticulas de.insectos
b / N\
esqueleto de coral negro P
(Coelenterata, Antipatharia) 3 B
: R
v { ‘f.‘\ é i

Chordata, Vertebrata,
Blenniidae
Paralipophrys trigloides
(pez 6seo) cuticula
epidérmica quitinosa

Cell walls of fungi

Quetas de gusanos
poliquetos anélidos

Quitina Quitosano
CH,
o=-(CHS ™ O=< Desacetilacion
NH o NH
HO (0} HO O
OH O=< OH

Figura 1.3. Principales fuentes naturales de la quitina; estructuras moleculares de la quitina y el
quitosano Adaptado de Alaimo y Pérez (2023).

A diferencia de estos Ultimos, la quitina tiene una fuente de nitrogeno ademas de carbono. Las
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principales fuentes naturales de este polimero organico son el exoesqueleto de crustaceos (p. €j.,
cangrejos, camarones, langostas, krill, langostinos) y moluscos (pluma de calamar), cuticulas de
insectos (p. ej., hormigas, arafas, cucarachas, escarabajos, escorpiones); ademads, la quitina se
encuentra en anélidos, coelenterata y en las paredes celulares de ciertos hongos, algas verdes y
marrones. En particular, y menos conocido, es que el pez éseo Paralipophrys trigloides (Blenniidae)
tiene una cuticula epidérmica quitinosa. El CS se obtiene removiendo grupos acetilos quedando
predominando los grupos aminos, siendo éstos los responsables de su gran versatilidad (Crini 2019;
Seidiy col. 2021) (Figura 3).

Los hidrogeles son una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros que
absorben e inmovilizan cantidades considerables de agua. En la aplicacién como liberadores de
medicamentos, los hidrogeles son usados como portadores inteligentes de sustancias activas por
poseer las siguientes ventajas: condiciones leves de preparacién, alto contenido de agua,
preservacion del farmaco y optimizacion de su tiempo de permanencia en el sitio de aplicacion
(Chopray col. 2021). Denotadamente, han sido aprobados para aplicaciones en el SNC (Liy col. 2022
A).

CH,0H CH;0H
o H o
OH 0 OH O
H H
H NH3* H NI
c=0
I
CH;

<
|
)

o 9
| I
by e ) 0
——m NSNS S
Q@090 %0 O--

~.

NHp, H NHz" H NH, H
H H e
0 H Q
H T kS A H 0 H D
(o) H o H 0 H
CH,OH CH,OH CH;0H

Figura 1.4. Gelificacidn idnica: las NPs de tipo nanogeles se forman espontdneamente mezclando
una solucidn de QS con TPP mediante el establecimiento de enlaces intermoleculares e
intramoleculares. Extraido de Unsoy 2013.

Es posible desarrollar hidrogeles poliméricos en escala nanométrica poliméricos a base de QS

mediante el proceso de gelificacion iénica empleando tripolifosfato de sodio (TPP), una sal inorganica
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gue actia como agente idnico reticulante. EIl TPP es ampliamente usado en alimenots, aprobado por
la Food and Drug Administration (FDA) como un ingrediente generally recognized as safe (GRAS) y
reconocido en el Cddigo Alimentario Argentino. Asi, el entrecruzamiento se produce entre los grupos
amino (positivos) del CS, y los grupos fosfato (negativos) del TPP via interaccion electrostatica (Figura

a).

1.4. El uso de fluoréforos en el campo de la nanotecnologia

La transparencia Optica de las células y el caracter no invasivo de la luz visible han situado a la
microscopia Optica como una de las principales herramientas para el estudio de sistemas vivos. A su
vez, la posibilidad de marcar especificamente componentes celulares con fluoréforos, sumada al
extremadamente bajo limite de deteccion de la emisidn de luz, permitid que la microscopia de
fluorescencia se convirtiera en una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para visualizar la vida
a nivel celular y subcelular (Bolte y Cordeliéres 2006).

Las NPs fluorescentes, es decir, aquellas constituidas por componentes organicos que emiten
luz en diferentes regiones espectrales al excitarse, ofrecen posibilidades Unicas. Un cuidadoso disefio
les permite combinar el brillo, la biocompatibilidad y la selectividad respecto a tejidos especificos.
Por tanto, pueden proporcionar una visualizacion en tiempo real de la fisiopatologia a escalas que
involucran desde la subcelular hasta niveles de 6rganos enteros. Gracias a su versatilidad, las NPs
fluorescentes son plataformas atractivas para ser implementadas en bioimagen en biologia y
medicina (Wolfbeis 2015; Vargas-Nadal y col. 2022).

En la actualidad existe una inmensa variedad de fluoréforos disponibles para obtener
imagenes microscépicas los cuales difieren en sus caracteristicas de excitacion y emisién. Los
fluoréforos se pueden describir también en términos de eficiencia del proceso fluorescente por
ejemplo su rendimiento cuantico (el cociente del nimero de fotones emitidos entre el nimero de
fotones absorbidos) y su tiempo de vida fluorescente (el tiempo que la molécula se mantiene en su
estado de excitacion antes de emitir un fotén) (“Fluordforos y sus aplicaciones” — website: IBIAN
Technologies).

Las cianinas (CNN) se encuentran entre las familias de fluoréforos sintéticos mds conocidos, y
son muy usados como fotosensibilizadores en fotografia, tecnologias laser y celdas fotovoltaicas. Mas
recientemente, comenzaron a ser utilizadas como sondas fluorescentes para la marcacién de
biomoléculas debido principalmente a sus excelentes propiedades, como ser, alta fotoestabilidad,

buena solubilidad en agua y un alto rendimiento cuantico de fluorescencia (Zhou y Ren 2022). El
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grupo de polimetinas y colorantes de cianina, son considerados como prometedores agentes de
contraste. En la década de 1970 la Indocianina Verde fue el primer colorante fluorescente y fadrmaco
de diagndstico aprobado para su uso clinico por parte de la FDA que la utilizé para la obtencidn de
imagenes Opticas de tumores, en un estudio realizado tanto en animales como en pacientes (Wang
y col. 2020; Marcelo, Galhano, y Oliveira 2022). No obstante, el problema con estas cianinas es que
en el estado fundamental la cadena de polimetinos se encuentra en un plano con una
conformacion toda trans y, por ende, pueden sufrir fotoisomerizaciones hacia un intermediario no
fluorescente desde el estado excitado que muchas veces representan el mecanismo de relajacion
mas eficiente, lo que repercute directamente en el rendimiento cuantico de fluorescencia. Distintas
estrategias para introducir rigidez en la cianina a fin de mejorar el rendimiento cuantico llevaron a la
obtencion de tricarbocianinas que por incorporacion del anillo clorociclohexinil en la cadena metinica
conlleva un importante aumento en el rendimiento cuantico y la estabilidad, ya que se evita la

rotacion a través de estos enlaces (Figura 5).

Reactivo frente a nucledfilos
(reaccion tipo Syg,)

Grupos reactivos para modificaciones posteriores

Figura 1.5. Estructura quimica general de tricarbocianinas.

Los sustituyentes sobre los N, R1y R2, pueden ser explotados como sitios de funcionalizacidn
ortogonal que nos permite disefiar sondas que tengan ademas de un receptor un sitio de anclaje. De
esta manera, las Dras. Carla C. Spagnuolo y la Dra. Cecilia Samaniego Lépez (Dpto. Quimica Organica,
FCEN-UBA) han empleado a la tricarbocianina para la sintesis de dos sensores fluorescentes, una -
que es el precursor de la segunda- fue denominada tricarbocianina clorada (CNN-Cl) y otra,
tricarbocianina acida (CNN-Ac) (Figura 6) (Samaniego Lopez y col. 2018). La eleccién de la 1,3-
propanosultona como agente alquilante para las posiciones R1 Y R2 del fluoréforo (Figura 4) no fue

arbitraria dado que un problema frecuente en las cianinas es la formacién de agregados. Asi, una
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forma posible de aumentar la solubilidad en agua es por medio de la introduccion de grupos con
densidad de carga neta sobre la estructura quimica de la misma; por ejemplo, mediante el agregado

de grupos sulfonato.

Figura 1.6. Estructuras e imdgenes de la (A) tricarbocianina clorada (CNN-Cl) y de la (B)
tricarbocianina dcida (CNN-Ac).
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2. Hipétesis y objetivos
2.1 Hipotesis de trabajo

La administracion de agentes terapéuticos de moléculas al SNC es particularmente dificultosa.
Por ende, nuestra hipdtesis de trabajo es que “las NP poliméricas de QS son herramientas

biocompatibles y capaces de internalizarse en células neuronales”.

2.2 Objetivo general

Desde el punto de vista académico, durante la realizacién del proyecto de investigacién, se
hizo foco en la dindmica de trabajo, desarrollo tedrico, pensamiento critico en base al método
cientifico, resolucién de problemas reales de laboratorio, adquisicién de habitos y costumbres
inherentes a la profesidén, ademas de la experticia en el manejo de equipamiento especializado,
ejecucién de protocolos, analisis de resultados, discusion entre pares y comunicacion de los
resultados obtenidos en reuniones cientificas.

En cuanto al objetivo general de la presente Tesis de Licenciatura, el mismo consistid en
disefiar y desarrollar NP-QS fluorescentes (NP-QS-F) y, posteriormente, estudiar su efecto y

comportamiento de internalizacion en cultivos de células neuronales.

2.3 Objetivos especificos:
e Objetivo 1. Disefiar, desarrollar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas de NP-QS
fluorescentes.
e Objetivo 2. Estudiar la biocompatibilidad y la internalizacién de las NP-QS fluorescentes en

células de neuroblastoma humano SHSY5Y.
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3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos Generales

Quitosano de peso molecular 192kDay grado de desacetilacion 95,4% (Parafarm®, Argentina).
Medio de cultivo celular Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), Antibidtico-Antimicdtico
(penicilina, estreptomicina y Anfotericina B, 100 X), GlutaMAX™ -| (l-alanina-I-glutamina, 100X),
aminoacidos no esenciales (NEEA), Tripsina (10X) y Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, EE. UU.). Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-dimetiltiazol (MTT), 4 ',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) y Mowiol® 4-88 Mw ~31000 (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Otros
reactivos: dimetil sulféxido (DMSO), paraformaldehido (PFA), acido etilenodiaminatetraacético

(EDTA), TPP, acido acético glacial, de grado analitico.

3.1.2. Soluciones generales

PBS: NaCl 137mM; KCI 2,7 mM; NaHPO4 1,8 mM. PH 7,4

Tripsina 1X: tripsina 10X disuelta en PBS-EDTA

MTT: 0,5mg/ ml disuelto del stock (5mg/ ml disuelto en PBS) en medio de cultivo 0% SFB
Solucion fijadora: Paraformaldehido (PFA) 4% en PBS

Solucién montaje: Mowiol 1.5% (w/v) in PBS

DAPI Solucién Stock: 100 pg /ml en PBS
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3.2 Métodos
3.2.1 Diseino y preparacion de QS-F
a. Procedimiento general para la sintesis de CNN-CI

Esta seccién del trabajo fue realizada en colaboracion con la Dra. Cecilia Samaniego (Dpto de
Quimica organica; IQUIBICEN-CONICET). A continuacién, se muestran la ruta sintética utilizada para
la obtencidn de la tricarbocianina empleada para la sintesis de los sensores, siguiendo el protocolo

descripto en Buosi, y col. 2020 (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema sintético para la obtencion del CNN-CI.
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En ella se utiliza el “producto 30” obtenido de la reaccion de un aza-heterociclo comercial, el
1,1,2-trimetilbenzo[elindol con el agente alquilante 1,3 —propanosultona y la “base de Schiff 32”
obtenida mediante la proteccion in situ de un bisaldehido insaturado producto de la reaccién de
ciclohexanona con oxicloruro de fosforo en cloruro de metileno y dimetilformamida. Se reflujé una
solucion de 0,205 g (0,6 mmol) de la “sal de indolenonio 30” con 0,111 g (0,3 mmol) del “compuesto
32” y 0,060 g (0,72 mmol) de acetato de sodio anhidro en 15ml de etanol absoluto bajo atmdsfera
de argén durante una noche. Luego el solvente se evaporé a presion reducida. Se obtuvo un sélido
verde oscuro que se recristalizd de éter etilico: metanol y purifico utilizando Sephadex LH-20 como

fase estacionaria y metanol como solvente de elucion se logré obtener 0,118 g (0,148 mmol, 48%) de

precursor clorado.

b. Procedimiento para la sintesis de CNN-Ac
Se disuelven 150 mg de la “clorotricarbocianina 33” y 49 mg del acido 6- amino hexanoico en
1 ml de DMF anhidro. La solucidn resultante se agita por 24 h a 80° C bajo atmosfera de Ar, protegida

de la luz. Luego de este tiempo, se evapora el solvente a presion reducida, obteniéndose un residuo
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solido de color azul intenso que se purifica por medio de repetidas cromatografias de exclusion por

tamafio utilizando Sephadex LH-20 y metanol como solvente de elucidn (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Generacion del fluoréforo CNN-Ac
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3.2.2. Marcacion fluorescente de QS

Para el disefio de QS marcado con clorotricarbocianina (QS-CNN-CI) (unidn electrostatica) se realizd
el siguiente procedimiento: A una solucién de Cy-Cl (0,5 mg/ml) y TEA (5 eq) en DMF se afiadio a la
suspension de NG con agitacion magnética y se dejé reaccionar durante 48 h. Se dializo contra agua
usando membranas de dialisis de 12-14 kDa por 2 dias. Luego se liofilizé utilizando un Liofilizador

Thermo Savant Modulyo D-230 (Figura 3.3).

Figura 3.3. Liofilizador Thermo Savant Modulyo D-230 (Rio Naldn, El Nogal, Espaiia) (Dpto de
Quimica Organica, FCEN-UBA).
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Para la marcacion covalente del QS con tricarbocianina acida (QS-CNN-Ac) se realizé el siguiente
procedimiento: a una solucién equimolar de fluoréforo (21,2 mg) y EDC (4,5mg) en 9 ml de DMF
anhidro, se le agrega gota a gota 2.2 ml de una solucién de CS (1% de CS en 1% de HAcO) y se agita
durante 1 dia a temperatura ambiente bajo atm de argdn. Luego se dializa contra agua durante 3 dias

utilizando membranas de dialisis de 12-14 kDa y finalmente se liofiliza (Figura 3.4).

OH OH

Figura 2.4. Acople de la sonda CNN-Ac con la molécula del QS

3.2.3. Diseifo y preparacion de NP-QS

Las NP-QS, NP-QS-CNN-CI y NP-QS-CNN-Ac fueron desarrolladas mediante gelificacion idnica,
siguiendo el protocolo descripto en Buosi y col. 2020. Se prepararon soluciones de QS: TPP en una
relacién 4:1. Para ello se tomaron soluciones stock de QS 10 mg/ml (marcado o no marcado) en
acético glacial 1% y TPP 10 mg/ml en H,0 bidestilada. Se comenzd realizando una dilucién del QS con
H>0 bidestilada y luego agregando la solucidn stock de TPP 5 mg/ml por goteo. Las concentraciones
de los reactivos en la solucion final fueron de 5 mg/ml y 1,25 mg/ml para el QS y el TPP,
respectivamente. Por ultimo, las NPs generadas fueron sometidas a ultrasonido con una potencia
neta de salida de 750 W, una frecuencia de 20 kHz y una 20% de amplitud. El equipo utilizado para el
sonicado fue un Homogeneizador de ultrasonido Polystat, Cole-Parmer (Figura 3.5). Durante los 5
min que dura el proceso de sonicacién, la muestra se mantuvo en un baio de hielo a fin de evitar el

calentamiento de esta (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Homogeneizador de ultrasonido Polystat, Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, USA). (Instituto

IB3, FCEN-UBA).

A) Paso 2. Se agrega TPP 10mg/mL en
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Figura 3.6. A) Principales pasos en la generacion de NPs de QS empleando al TPP como agente
entrecruzante. Creado con la plataforma Biorender.com. B) Los tres tipos de NPs generadas en el
presente trabajo.




3.2.4 Analisis de NPs mediante dispersion de luz dinamica (DLS)

Es una técnica que utiliza luz Iaser para estimar distribucion de tamafos de particula y potencial z. El
movimiento Browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se disperse
en diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad
del movimiento browniano y a partir de ello se puede estimar el tamafio de particula. Para preparar
la muestra se tomd como punto de partida el protocolo descripto en Buosi y Alaimo (2020). A partir
de la preparaciéon de NPs descripta en 3.2.3 se realizd una dilucién 1:100 para una correcta

determinacion en el equipo DLS (figura 2.7).

Figura 3.7. Instrumento de Dynamic Light Scattering (DLS) BI-200 SM (Brookhaven Instrument Corp,
Holtsville, NY, EEUU). (Instituto de Nanociencia y Nanotecnologia CNEA-CONICET).

3.2.5. Espectroscopia de FTIR

La espectroscopia molecular se basa en la interaccién entre la radiacion electromagnética y
las entidades moleculares. La naturaleza de la interaccion (excitacion electronica, vibraciones o
rotaciones moleculares) depende de la regidn del espectro en la que se trabaje y por lo tanto de la
energia de la radiacion utilizada (caracterizada por su longitud de onda, A). La energia de la radiacion
electromagnética infrarroja es del orden de las diferencias energéticas entre los distintos estados
vibracionales de la mayoria de las moléculas. Por lo tanto, el espectro infrarrojo se origina como
consecuencia de la absorcién de la radiacidon electromagnética de frecuencias tales que se
corresponden a la vibraciéon de los enlaces quimicos presentes en una molécula. Al absorber la
radiacion infrarroja, las moléculas cambian su estado de energia vibracional y rotacional (Morrison,
R.T. - Boyd 1998). Para este andlisis, las muestras de NPs fueron liofilizadas y colocadas en el equipo

de espectroscopia (Figura 3.8). A partir de los perfiles obtenidos se analizaron los grupos funcionales
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presentes en cada muestra empleando bibliotecas de espectros de sustancias conocidas a modo de

guia para la identificacidon de cada uno de ellos (Tabla 1).

Figura 3.8. Espectrometro de Fourier Transform Infrared (FTIR) FTIR Nicolet™ iS™ 50 (Dpto de

Quimica Organica, FCEN-UBA).

Tabla 1. Absorciones IR para grupos funcionales representativos. Extraido de Recursos “Educativos de

Quimica Orgdnica” copyright©2002

|I—|—=unctional Group Frequency (cm-1) intensity
lwater OH Stretch 3700-3100 strong
alcohol OH stretch | 3600-3200 strong
carboxylic acid OH stretch|| 3600-2500 strong
[N-H streich I 3500-3350 strong
=C—H stretch ~3300 strong
=C-H stretch 3100-3000 weak
-C-H stretch 2950-2840 weak
-C-H aldehydic 2900-2800 variable
C=N stretch ~2250 strong
©=C stretch 2260-2100 variable
C=0 aldehyde 1740-1720 strong
C=0 anhydride 1840-1800, 1780-1740 |weak, strong
C=0 ester 1750-1720 strong
C=0 ketone 17451715 strong
C=0 amide 1700-1500 strong
C=C alkene 1680-1600 weak
C=C aromatic 1600-1400 weak
[CH, bend [ 1480-1440 | medium
CH3 bend 1465-1440, 1390-1365 medium
C-O-C stretch 1250-1050 several strong
C-OH stretch 1200-1020 strong
[NOE stretch 1600-1500 and 1400-1300| strong
C-F 1400-1000 strong
C-Cl 800-600 strong
C-Br 750-500 strong
C-l ~500 strong
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3.2.6. Microscopia TEM

El TEM es un sistema de microscopia en donde no se utiliza luz para formar una imagen, pero
electrones. Estos son disparados a partir de una fuente, luego estos atraviesan - e interactdan- con
la muestra y son tomadas por un detector. Para utilizar electrones es necesario que estos interactien
Unicamente con la muestra, por ello el equipo utiliza un sistema de vacio, un sistema de bobinas que
cancelan el campo magnético que se encuentra en la habitacion y se realiza un tratamiento previo a
la muestra. Dicho tratamiento es el secado y posterior bafiado con una fina capa de algun metal de
alto peso molecular. El fin de este tratamiento es que la muestra no contenga agua, para que no
entre al equipoy llene el vacio, y que la fina capa de metal interactie mucho con los electrones y que
una imagen pueda ser resuelta. Se siguio el protocolo correspondiente a Buosi y Alaimo (2020). El
equipo utilizado fue el Opton Electron Microscope EM 109 (figura 3.9.A.). Una vez obtenidas las
imagenes, se utilizé el software Imagel) (NIH, Bethesda, MD, USA) para el andlisis. Se utilizé la

herramienta regla para medir el diametro de las NPs (n>60).

3.2.7. Microscopia AFM

El AFM es un instrumento que consta de una punta metalica con forma de pirdmide que
recorre la muestray es capaz de registrar su topografia. Para ello, la punta se encuentra en el extremo
de un cantiléver, que va oscilando a su frecuencia de resonancia, y un ldser que revota sobre el
cantiléver y su reflejo es detectado. Cuando la punta metalica se acerca a la superficie de la muestra
interactua con ella y eso genera en un cambio en la frecuencia de oscilacién del cantiléver. Los
cambios en la oscilacidn resultan en un cambio en la posicidn del reflejo del Iadser. De esta manera se
genera una imagen que puede tener una resolucion mayor a la de un microscopio Optico. Las
imagenes fueron adquiridas utilizando el modo tapping utilizando una fuerza constante de 42 Nm™
y una frecuencia de resonancia de 320 kHz. La muestra fue tratada previamente bajo el protocolo
descripto en (Buosi y Alaimo, y col. 2020). El equipo utilizado fue Bruker Multimode 8 SPM y un

control NanoScope IIIA con un scanner vertical que tiene un rango lateral maximo de 150 um (figura

3.9.B).
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Figura 3.9. Equipos de microscopia de ultra-resolucion. (A) Microscopio de transmisidn electrdnica
(TEM) Opton Electron Microscope EM 109 (Instituto LANAIS, FMED, UBA-CONICET). (B) Microscopio
de fuerza atomica (AFM) Bruker Multimode 8 SPM NanoScope IIIA (Centro de Microscopias
Avanzadas, Dpto de Fisica, FCEN-UBA).

3.2.8. Anadlisis de microscopia confocal de superresolucion

Para el ensayo visualizacién de NPs fluorescentes en solucidn, se colocaron alicuotas de 40 pl
de las soluciones de NPs, NP-QS-CNN-Ac y NP-QS-CNN-Cl en una placa multipocillos de 384 pocillos.
Se utilizé el microscopio confocal Zeiss LSM980 (figura 3.10) y el programa ZEN 3.6 lite (blue edition).

Se excitd la muestra con un Aex=543nm y se midié la emisién en un Aem=639nm.
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Figura 3.10. Microscopio confocal de superresolucion Zeiss LSM980 (Centro de Microscopia de
Fluorescencia “Gregorio Weber”, FCEN-UBA).

3.2.9. Cultivo de linea celular
La linea celular de neuroblastoma humano SHSY5Y (ATCC CRL-2266) es una sublinea clonada

tres veces de la linea celular de neuroblastoma SK-N-SH (ATCC HTB-11), que se establecié en 1970 a
partir de un tumor éseo metastasico de un paciente con cancer de 4 afios. Las aplicaciones incluyen

el uso como huésped de transfeccidon o en investigacion en inmunologia, neurologia y toxicologia

(https://www.atcc.org/products/crl-2266) (Figura 3.11).

ATCC Number: CRL-2266
Designation: SH-SY5Y
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Figura 3.11. Linea celular SHSY5Y en baja (izquierda) y alta (derecha) confluencia de crecimiento.
Imagen extraida de www.atcc.org/products/crl-2266.
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Las células fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% (v/v) de SFB,
Antibidtico-Antimicético, NEAA y GlutaMAX. El cultivo se realizé en una atmdsfera hiumeda con
5% de CO2 y 37°C. El medio de cultivo fue renovado entre dos y tres veces por semana segun
correspondiera hasta alcanzar un 80% de confluencia. En el momento en el que la confluencia
superd el 70-80% las células fueron despegadas con el agregado de Tripsina 1X incubado por 5
minutos en la estufa y trasvasados a dos botellas o una mads grande. Para estimar el niUmero de
células en cada botella se realizé un conteo en cdmara de Neubauer empleando un microscopio
de contraste de fase y las células fueron cultivadas en placas Petri, botellas T25 o multipocillos en
el caso de realizar ensayos experimentales. Este trabajo se llevd a cabo en un Cuarto de cultivo

de células eucariotas superiores (Figura 3.12).

Figura 3.12. Cuarto de cultivo de nivel de seguridad 2, equipado con un flujo laminar Baker
SterilGARD® IIl Advance, un microscopio de contraste de fase Olympus, una estufa de 5% CO;
Arcano BPN-80CRH(UV), un bafio de térmico y una centrifuga Heraeus Varifuge 3.0R (Espacio

transversal de investigacion 1).

El conteo celular es necesario para el sembrado homogéneo en cada pocillo de las placas
multipocillos empleadas para experimentacion. Para el conteo celular se empled una Camara de

Neubauer. Esta consiste en una camara de contaje adaptada al microscopio de campo claro o al de
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contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresién en el centro, en el fondo de la cual
se ha tallado mediante punta de diamante una cuadricula como la que se ve en la imagen mostrada
en la Figura 3.13. Es un cuadrado de 3 x 3 mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas de
0,25 mm. Asi pues, el drea sombreada y marcada L, corresponde a 1 milimetro cuadrado. La
depresién central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de forma que
cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la superficie marcada 0,1 mm, y el volumen
comprendido entre la superficie L y el cubreobjetos es de 0.1 mm3, es decir 0.1 ul. Se contabilizaron
en las cuatro dreas sombreadas (L) observando un total de x células entre las cuatro areas, la
concentracidn en la suspensién celular sera: concentracion en la suspension (células / mL) = 10000

(x/4):
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Figura 3.13. Cdmara de Neubauer y formula para el cdlculo de sembrado de células.

3.2.10. Criopreservacion de células eucariotas

Una vez que las células alcanzan un 80% de confluencia, la monocapa se tripsinizd y las células
se centrifugaron 5 min a 1000 rpm. Se descarté el medio de cultivo y se resuspendié el pellet en
medio de congelamiento (47,5% DMEM, 47,5% SFB y 5% DMSO). Las células se mantuvieron por 24

hs en freezer de -802C, y luego se trasladaron a un tanque de nitrégeno liquido.

3.2.11. Andlisis de la morfologia celular por contraste de fase
Los posibles cambios en la morfologia celular inducidos por la presencia de NPs fueron

monitoreados mediante microscopia de contraste de fase (Figura 3.12).
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3.2.12. Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de MTT es un método colorimétrico y cuantitativo empleado para la determinacién de la
supervivencia celular. Se basa en la capacidad que poseen las deshidrogenasas mitocondriales de
reducir sales de tetrazolio (MTT) generando formazan, un producto azul oscuro y parcialmente
insoluble en medios acuosos. De esta manera, la cantidad de producto formado estara en relacién
con el estado metabdlico y, en consecuencia, a la viabilidad celular. Para llevar a cabo el ensayo,
4.10*/ml células se sembraron en una placa de 96 multipocillos. Luego de que las células fueran
expuestas a las NPs durante 24hs, se colocaron 200ul/pocillo del reactivo MTT en medio de cultivo
libre de SFB. Luego de 90 min de incubacidn a 37°C, se retird la solucién y los cristales de formazan
formados se solubilizaron en 200ul de DMSO. Se midié la densidad dptica a 570nm restandole un
background no especifico a 655nm. Se utilizo el Espectrometro UV / Vis POLARstar Omega (Figura 3.14).
Los resultados se expresaron como el promedio de la diferencia entre ambos valores de absorbancia,
relativizado al promedio del control + SEM. Las mediciones de absorbancia se realizaron en un lector

de microplacas (Buossiy Alaimo, y col. 2020) (Figura 3.15).

Figura 3.14. Espectrémetro UV / Vis POLARstar Omega (Dpto de Quimica Bioldgica, FCEN-UBA);
contiene un lector de 96 pocillos y se leyd la densidad dptica a 570nm restdndole un background no

especifico a 655nm.
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Figura 3.15. Estructuras de MTT y producto de formazdn coloreado.

3.2.13. Ensayo de incorporacion de NPs en células SHSY5Y
Para estudiar la incorporacion de NPs en células neuronales sembraron las células SYSH5Y en
un sistema de 16 pocillos acoplado a un portaobjetos (Grace Bio-Labs Culturewell™ chamberSLIP 16)

(Figura 3.16) con a una densidad de 2.10* células/well.

Figura 3.16. Culture Well Chamber SLIP 16. E/
producto consta de recipientes de cultivo celular,
con un formato de 2 x 8 con volumenes de placa
estdndar de 96 pocillos y espaciado entre pocillos.

Una vez que alcanzaron un 70% de confluencia, las células fueron incubadas con 50ug/ml de
NP-QS-CNN-Ac durante diferentes tiempos: 5, 15, 30, 60, 120 minutos y 24 horas. Una vez
transcurrido cada tiempo, cada muestra se fijé con PFA de la siguiente manera: se retiré el medio, se
lavé 2 veces con PBS suavemente, luego se agregaron 60 ul de PFA (suficiente volumen como para
cubrir cada pocillo), se dejé actuar por 20 min. Por ultimo, se descartd el PFA y se lavd cinco veces
con PBS. El siguiente paso del ensayo fue marcar los nucleos de las células con el fluoréforo DAPI, el
cual se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN (Di Santo,
y col. 2020 A). Para ello, se incubd el colorante por 10 min y por ultimo se lavé con PBS. Se retiraron
los pocillos (parte superior del sistema), se colocé liquido de montaje mowiol y, a continuacion, se
montd por encima un cubreobjetos, para finalmente sellar con esmalte. Se obtuvieron imagenes de
cada muestra mediante microscopia de epifluorescencia y confocal (Figura 3.17). La diferencia entre

ambos es que el microscopio confocal es un instrumento que forma una imagen a partir de un plano
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focal, a diferencia de un microscopio de epifluorescencia, donde la luz que forma la imagen
corresponde a la fluorescencia total de la muestra. Esto permite determinar con mayor seguridad si
dos fluoroéforos colocalizan. En el caso de la epifluorescencia, dos sefiales que se superponen no
necesariamente indican colocalizacion, ya que un elemento podria encontrarse abajo del otro pese
a dar la impresidon de que se encuentran en el mismo lugar.
e Epifluorescencia: DAPI, se utilizé un Aex=365nm (UV) y para captar la fluorescencia de las NPs
se utilizé un Aex=530nm (verde) (60x 1.42 N.A. Oil immersion).
e Confocal: DAPI, se utilizé un Aex= 330-385 nm/420nm (UV) y para captar la fluorescencia de
las NPs se utilizd un Aex= 543/20nm (60x 1.42 N.A. Oil immersion).

Figura 3.17. (A) Microscopio confocal Olympus FV1000 (Centro de Microscopia de
Fluorescencia “Gregorio Weber”, FCEN-UBA). (B) Microscopio de epifluorescencia Olympus

IX71 (Dpto de Quimica Bioldgica, FCEN-UBA.
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A partir de las imagenes se realizaron dos analisis. Por un lado, se analizé la incorporacién de las
NPs, y por otro lado el perfil de fluorescencia que las células presentaron en cada tiempo. Las
imagenes fueron analizadas con el programa ImageJ (NIH).

® Para estudiar la incorporacién se utilizé la herramienta free hand selections delimitando el

area que ocupan las células en la imagen y midiendo la intensidad media- en escala de grises-
de la imagen tomada con el Aem=680nm. Se tomaron los datos (n>20 para todos los
tratamientos).

® Para estudiar el perfil de fluorescencia se utilizé el criterio descripto en Martens y col. (2014)

que define tres perfiles de fluorescencia, correspondientes a diferentes estadios en la
captacion y procesamiento de las NPs en la célula. Para analizar nuestra muestra se
cuantificaron y clasificaron a las células segun el perfil: puntillado, moderado y alto (detallado

en seccién de Resultados).

3.2.14. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se presentan como promedio de 2 o 3 experimentos independientes
con su respectivo error estandar (SEM). La determinacion de diferencias significativas se realizd
empleando el programa GraphPad Prism 8.3.0 (San Diego, CA, EE. UU.). La prueba utilizada fue
ANOVA de un factor, seguido de la prueba a posteriori de Tukey con un p<0,05, 0,01 0 0,001.

3.2.15. Disposicion de residuos de laboratorio

Los residuos peligrosos y patogénicos fueron descartados de acuerdo con las normas
establecidas por el Departamento de Higiene y Seguridad de la FCEN-UBA. Se contemplé el concepto
de que un residuo de laboratorio es una sustancia o una mezcla que presenta caracteristicas de
toxicidad y peligrosidad, que impide que pueda ser descartado en la basura domiciliaria y cuya
identificacion y tratamiento es una obligacion del generador. Asimismo, tanto por razones de
seguridad como econdmicas, se tuvo en cuenta las posibilidades de minimizacién de los residuos,
procurando reutilizar o reciclar productos cuando sea posible, asi como optimizando la gestion de
stocks para no generar residuos por productos no utilizables o caducos, por razones de seguridad.
En el laboratorio donde se llevd a cabo este trabajo, considerando los conceptos anteriores y

las caracteristicas de los residuos generados, se cuenta con dos tipos:

® Residuos no peligrosos (asimilables a domiciliarios)
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® Residuos peligrosos
® Residuos patogénicos

Los dos ultimos exigieron una gestion diferenciada y estan legislados especificamente. Los
residuos peligrosos incluyen los residuos quimicos, material de laboratorio. Durante la generacién de
NPs en el laboratorio, se tuvo en cuenta la importancia de estar familiarizados con los riesgos que
pueden producir las sustancias quimicas a usar, a fin de planificar el trabajo en forma segura. Para
ello, el laboratorio cuenta con las fichas de seguridad de cada solvente. A su vez, es valioso contar
con el inventario de las sustancias almacenada en el droguero y contar con su sefializacién. La
ubicacion de los agentes quimicos debe ser seglin su naturaleza quimica contar con material de
contencidén ante derrames.

Por otra parte, cuando se trabaja en el laboratorio de cultivos celulares es sustancial el lavado
de manos antes y después trabajar, con el propdsito de evitar contaminacion de los cultivos y evitar
gue el usuario pueda verse afectado por alguna mala practica. Los riesgos que presenta el trabajar
con cultivos celulares son de naturaleza diversa. En este sentido, al inicio del trabajo con cultivos
celulares es muy importante verificar el origen de las lineas con las cuales se trabajara ya que existe
una relacién directa entre su potencial infeccioso y su procedencia, especialmente las lineas
provenientes de cultivo primario. En cuanto al manejo de residuos en el laboratorio de cultivo celular,
se recomienda el uso de hipoclorito al 10% para inactivar material bioldgico, asi como el material que
haya estado en contacto con el mismo (vidrio, plasticos, etcétera). En caso de no poder inactivar al
momento los residuos bioldgicos generados, se procederd a introducirlos en una bolsa roja (para
residuos patogénicos).

A continuacidn, se muestran los tripticos sobre la disposicidn de residuos con las normativas

gue se cumplieron durante los ensayos de la presente tesis de licenciatura:
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¢QUE ES UN RESIDUO PELIGROSO?

SEGUN LEY 24051

ARTICULO 2

Serd considerado peligroso, a los efectos de esta ley, todo residuo
que pueda causar dafo, directa o indirectamente, a seres vivos 0
contaminar el suelo, el agua, la atmosfera o el ambiente en
general.

ARTICULO 17

Los generadores de residuos peligrosos deberan:

b) Separar adecuadamente y no mezclar residuos peligrosos
in- compatibles entre si;

c) Envasar los residuos, identificar los recipientes y sus
contenidos, numerarlos y fecharlos, conforme lo disponga la
autoridad de aplicacion.

Al realizar el descarte recuerde las incompatibilidades
y propiedades de los reacti S

INCOMPATIBILIDADES QUIMICAS

Ejemplos:
Acetona Oxidantes fuertes
Fenoles Oxidantes
Benceno Halégenos, azufre
Eteres Acidos fuertes
Amoniaco Acidos
Formaldehido Oxidantes fuertes, bases fuertes

RESIDUOS DE MATERIALES CORTOPUNZANTES
Deben estar contenidos en envases resistentes al corte previo a
colocarlos en la caja con la bolsa correspondiente.

ETIQUETADO DE LOS ENVASES

Para cada caja / bidon se emitiran 2 etiquetas disponibles en:
https://exactas.uba.ar/higieneyseguridad/medi bi [resi /
Una de ellas se adhiere a una cara del envase, la otra serd
entregada en mano junto con el residuo peligroso.

Las etiquetas del envase deberdn estar firmemente adheridas
en su totalidad, ya sea con cinta de embalar o con una
cobertura plastica, Deberdn contener todos los datos que se
solicitan de forma legible, y no se aceptardn sin la firma del
ble del lab io que posea Plan de Proteccion.

¢QUE ES UN RESIDUO PATOGENICO ?

¢COMO SE DEBEN RECOLECTARLOS
RESIDUOS PELIGROSOS?

Liquipos

Podran ser recolectados en bidones con tapa a rosca en
polietileno de alta densidad. Llas tapas deben ajustar
perfectamente para evitar derrames en el transporte.

«Solicitar los bidones en la oficina
de Higiene y Seguridad.

ePueden ser mezclas de sustancias
compatibles, siempre y cuando no
generen mezclas inestables.

*No se reciben liquidos desconocidos.
*Los envases deberdn llenarse hasta las
% partes.

SOLIDOS

Podrén ser recolectados en bolsas de polietileno de 120 micrones
color negro que deberdn ser colocadas en cajas de cartdn, que se
retiran en la oficina del Servicio de Higiene y Seguridad.

Las cajas de carton deberdn
presentarse abiertas para
verificar su contenido. Por
debajo, cerradas con cinta,
totalmente para asegurar que
no se abran. las caras
superior e inferior de la caja
deberdn conservar su forma
plana y horizontal para su
conveniente estibado.
RESIDUOS CON ALTO CONTENIDO DE HUMEDAD

Por ejemplo, geles:

Se colocardn en caja con bolsa a las que se le agregara material
adsorbente para evitar el percolado. Podrd analizarse la
posibilidad de introducirlos en los bidones destinados a liquidos,
para eliminar el problema del percolado.

RESIDUOS SOLIDOS PROVENIENTES DE ROTURA DE MATERIAL DE
VIDRIO Y EQUIPOS

El vidrio proveniente de material de laboratorio, que ha sido
usado, debera ser envuelto en papeles para evitar el contacto de
bordes filosos con la bolsa y la caja de cartén en la que serdn
dispuestos para ser llevados al sitio de almacenamiento
transitorio.

IDENTIFICACION

SEGUN LEY 154 CABA

«Cultivos de agentes infecciosos.
*Residuos biologicos.

*Instr corto p usados.
+=Cadaveres de animales.

¢CUALES SON LOS RESIDUOS PATOGENICOS
GENERADOS EN NUESTROS LABORATORIOS?

*Guantes.

«Cajas de Petri.

*Medios de cultivo.

*Animales y sus restos.

«Elementos cortopunzantes.

«Jeringas.

+Camas de jaulas.

»Geles contaminados con material bioldgico.

ALMACENAMIENTO

ELEMENTOS DE CONTENCION PRIMARIA

Bolsas Rojas:

Colocarlas en recipientes con tapa accionada a pedal, el cual
debera estar siempre tapado.

Llenarlas hasta las % partes y cerrarlas en su extremo superior
Transportarla en contenedores.

Las agujas, bisturies y elementos cortantes deber ser descartados
en los descartadores para corto punzantes.

Por cada entrega debera adjuntarse un manifiesto indicando la
cantidad de bolsas rojas. Formulario en:

( https://exactas.uba.ar/higiene uridad/medio-ambiente/residuos/ )
Deberan contener todos los datos que se solicitan y no se
aceptardn sin la firma del responsable del laboratorio

PASOS A SEGUIR PARA DESCARTAR RESIDUOS
PATOGENICOS

1) Aimacenamiento primario (en laboratorio)

2) Conservacion hasta ser llevado al local de acopio transitorio
(en cdmara fria, o descontaminado si no se dispone de
camara)

3) Traslado hasta el local de acopio transitorio en contenedores
cerrados (ubicado en Subsuelo de Pabellén I1)

LUGAR DE RECEPCION DE RESIDUOS
PATOGENICOS

Subsuelo de Pabelién II, en
playa de estacionamiento
cubierta
Martes y Viernes de 10:30 a
11:00 hs

ANTE CUALQUIER DUDA COMUNIQUESE AL 58174
SERVICIO DE HIGIENE Y SEGURIDAD
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4.1 Caracterizacion de las NP-QS y NP-QS-F

4.1.1. Distribucidon de tamaiio de las NPs por DLS

A partir de la técnica de DLS se obtuvo la distribucidn de tamafio de las NPs y el Pdl. Por un lado,

se obtuvo el didmetro (), que nos indica la media de tamafio de las NPs surgida de la distribucién. Este

pardmetro, que se presenta en la tabla 2, fue obtenido a partir de calcular la media de ¢ obtenido en

cada réplica * SD. El otro pardmetro importante es el Pdl. Este nos indica qué grado de dispersion

presenta la distribucidon de tamafio. El Pdl se encuentra en un rango de 0-1, donde en teoria, un valor

de cero representa un sistema monodisperso (Buosi y Alaimo, y col. 2020). Los resultados obtenidos

indicaron un tamano medio de 504,8 + 32,6nm con un Pdl bajo, es decir 0,239 + 0,019.

La Figura 4.1 muestra el grafico de distribuciéon obtenido en una de las réplicas, este indica la

distribucion de tamafioy la curva de frecuencia acumulada. Este ultimo parametro nos indica si estuvo

bien tomada la muestra. Si la curva no llegara a 100 significaria que hubo particulas que no pudieron

ser detectadas. En este caso la curva nos indica que la muestra se tomd correctamente.

Tabla 2: Tamano medio del didmetro (nm) e indice de polidispersidad (Pdl) de las NP-QS

Volume

304

204

104

d(nm) Pdl

504,8 + 32,6 0,239+0,019

. Distribucion de tamafio

\ . Curva de frecuencia
\ acumulada

10

T T
100 1000 10000

Diameter (nm)
Figura 4.1. Distribucion de tamafio de las NPs por DLS.
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4.1.2 TEM

Para este ensayo se tomd una muestra de NP-QS y se la prepard para ser analizada mediante
el uso de un TEM. Se obtuvieron nueve imagenes, tres con un aumento de 30.000X, tres con un
aumento de 50.000X y tres con un aumento de 85.000X. En las imagenes se pudo observar tanto las
NPs en su forma individual como agregada. Asimismo, se confirma que las NPs presentan una forma
esférica tal como se describe en la revisién de Di Santo y col. (2021). Se utilizé la herramienta measure
del programa Imagel para cuantificar el tamafio de las NPs que se encontraban aisladas (n=208). Con
la muestra tomada se realizé un histograma de distribucion de tamafio (Figura 4.2). Se encontré que
el tamafio medio de las NPs en estas condiciones es de 33 + 1nm (X * SEM), con una mediana de

30nm.
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Figura 4.2. Imagen de TEM y grdfico de frecuencia en funcion de la distribucion de tamafio.
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4.1.3 Topografia del sistema NPs, AFM

Para este ensayo, previo a la preparacion y montado de la muestra en el equipo, se realizo
una dilucién 1:1000 de la concentracién stock de NPs (QS = 5mg/ml), lo que facilité la observacion de
particulas esféricas (Figura 4.3). A partir de las imagenes obtenidas se corroboraron los resultados
obtenidos por el TEM; es decir, las NPs presentaron un ¢= 10 -50 nm. La punta del cantilever que es
la pieza que recorre la muestra, toma mediciones en tres dimensiones (x, y, z). Las dimensiones
horizontales de la muestra (x e y) tienden a sobreestimar el tamafio de los objetos de la muestra.
Esto es porque la punta tiene un ancho determinado, entonces al recorrer la muestra empiezan a
detectar cambios en la topologia antes de que el centro de esta llegue al objeto. Para la dimensién
altura (z), no existe ese problema, ya que la punta se eleva tanto como la altura del objeto. Es por
eso por lo que para estimar el tamafio de los objetos con esta técnica es necesario tomar la altura
como dimension de estudio, o bien, restarle el ancho de la punta a las mediciones de las dimensiones

horizontales (x e y).

A)

B)

Figura 4.3. Imagenes de AFM. Imagen bidimensional (A) y tridimensional (B) de las NPs.

Al momento de comparar los datos de tamafio de particula que se muestran en las Figuras 4.1, 4.2y

4.3, cabe resaltar que los hidrogeles de QS son matrices absorbentes de agua que tienden a hincharse
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con la hidratacidn. Esto, pone de manifiesto que la determinacién del tamafio sea mayor en la
medicidn DLS con respecto a las técnicas de microscopia de ultra resolucién, en las cuales se emplea
la materia en estado seco, mientras que, en el primer caso, el material estd en solucién. Existen

reportes de tamafios discordantes segin provengan de DLS, TEM y/o AFM (Hassaniy col. 2015)

4.1.4 Espectroscopia de FTIR

Se obtuvieron los espectros a partir de FTIR para las muestras de QS, NP-QS y NP-QS-F. Para
ordenar el analisis, se realizaron dos comparaciones; QS vs NP-QS y NP-QS vs NP-QS-F. Es conocido
que la molécula de QS posee picos caracteristicos en 3355y 3288 cm™, propios del alargamiento en
los enlaces O-H y N-H. En 2998 cm™ hay un pico caracteristico al alargamiento C-H. En 1645 cm™ hay
un pico caracteristico de la tensién C=0 del grupo amida Il. En 1582 cm™ hay un pico caracteristico
de la vibracién de una amina I. En 1404 cm™ hay un pico caracteristico de la deformacién C-Hy O-H
en amida Il. En 1013 cm™ hay un pico caracteristico de la tensién C-O/C-H) y en 808 cm™ hay un pico
gracias a la contribucion de las unidades de glucosamina monoméricas (Prudkin Silva y col. 2017)

(tabla 3).

Tabla 3: Picos caracteristicos de FTIR del QS y NP-QS

Numero de onda (cm™?) Asignacion posible
3355y 3288 alargamiento en los enlaces O-H y N-H
2998 Alargamiento en el enlace C-H
1645 tension en el enlace C=0 del grupo amida Il
1582 vibracion de una amina |
1404 deformacién C-Hy O-H en amida Il
1219 enlace P-O y/o P=0 del grupo fosfato
1013 tension C-O/C-H

e QS vs NP-QS: en el espectro de NP-QS hay un pico en 3188cm?, region del espectro donde en
QS hay 2 picos, lo que indica cambios vibracionales del grupo amino (N-H) y/o hidroxilo (O-
H). Luego, los picos que en la molécula de QS estan en 1645 cm™ y 1592 cm™ y que

corresponden al estiramiento del enlace C-O (amida Il) y N-H (amina 1), respectivamente,
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estan desplazados a 1635 y 1539 cm-1. Se ha descripto que estos cambios prueban la
interaccion electrostatica entre las moléculas de QSy TPP (Vimal y col. 2013). Es probable que
el pico correspondiente al estiramiento de la amina | cambie ya que es un candidato perfecto
para ejercer la interaccién electrostatica con el grupo fosfato del TPP. El corrimiento en el
pico correspondiente al estiramiento del enlace C-O de la amida podria ocurrir por una
cuestidn estérica; este grupo funcional en principio no estaria involucrado directamente en la
interaccion. Por Ultimo, en el espectro de NP-QS se observa un pico en 1219 cm™%, que no se
detecta en el espectro del QS y que pertenece a la presencia del enlace P-O y/o P=0 del grupo
fosfato del TPP (Tabla 3; Figura 4.1).

NP-QS vs NP-QS-F: el pico 3188 cm™ presente en las NPs, se desplaza cuando se acoplan las
CNN al QS; las NPs QS-CNN-CI tienen pico en 3235 cm™ y las NPs QS-CNN-Ac en 3265 cm™.
Esto nos indica cambios vibracionales en el grupo amino (N-H) y/o hidroxilo (O-H). El pico
1635 cm™ en NP-QS permanece igual en las NP-QS-CNN-CI (1634 cm™) pero si varia en las NP-
QS-CNN-Ac (1625 cm™?). El hecho de que haya una discrepancia entre NP-QS-CNN-AcYy le resto
de las NPs podria ser explicado por la unién covalente de la CNN-Ac en la molécula de QS pues
la union presuntamente formada entre el polimero y la sonda convierte a la amina | de la
unidad desacetilada del QS en un grupo amida Il. De todas maneras, en el espectro de NP-QS-
CNN-Ac se esperaban dos picos, uno correspondiente a la amida formada en el enlace
covalente entre la sonda y el QS, y otro propio de la unidad N-acetil-glucosamina. Luego, el
pico 1539 cm™ en NP-QS que corresponde a el grupo amida, sufre un corrimiento en NP-QS-F
(1543 y 1549 cm™ para NP-QS-Cl y Ac respectivamente). Esto puede deberse a una influencia
estérica de los fluoréforos que forman parte del entramado del gel. Por ultimo, en las NP-QS-
CNN-Cl se observa un pico en 719 cm? que no se encuentra en el resto de las NPs. Este pico
indica la presencia de Cloro; resultado esperado ya que es la Unica NP con dicho elemento
presente. Con los resultados de este andlisis, elegimos continuar los estudios in vitro con NP-
QS-CNN-Ac, pues es una ventaja que el fluordforo esté unido covalentemente al QS, evitando
la posibilidad de que la sonda se separe de la NPs, y entonces que en ensayos de fluorimetria
la presencia de la fluorescencia pueda asociarse a la presencia de las particulas (Tabla 3;

Figura 4.4).
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Figura 4.4. Espectros de FTIR del QS, NP-QS, NP-QS-CCN-Cl y NP-QS-CCN-Ac.
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4.1.5 Microscopia confocal de superresolucion

Para realizar este ensayo se colocaron las NP-CNN-Cl y NP-CNN-Ac en pocillos de una placa
negra de 384 pocillos, y la misma se monté en el microscopio confocal de superresolucién invertido.
En una primera instancia se tomaron imagenes excitando la muestra a diferentes longitudes de onda
(A=488,514, 543 y 639nm) y midiendo la intensidad de emisidn de ésta. Se determiné que la emisién
era mayor si se excitaba la muestra a 488nm. Luego, se tomd una imagen excitando la muestra a
488nm y aprovechando una caracteristica que tiene el equipo Zeiss que es la de adquirir la imagen y

al mismo tiempo obtener un espectro de emisién (Figura 4.5 A).
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Figura 4.5. (A) Espectros de emision de las NP-QS-F obtenidos con el propio microscopio. (B)
Fluorescencia de las NP-QS-CNN-Cl y de las NP-QS-CNN-Ac en suspension. De izquierda a derecha:
fluorescencia, contraste de fase y superposicion de ambos. Microscopia confocal de super resolucion
Zeiss LSM 980 con detectores de superresolucion y alta sensibilidad (Aex= 488nm; Aem= 620nm).
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Notoriamente, ambas sondas poseen un pico de maxima intensidad de emisién a A= 618nm
aproximadamente. Asimismo, cabe resaltar que los valores de intensidad de emisién caen entre los
A= 620 y 660 nm. Esto se debe a una limitacidn en medicion del equipo y no a una caida real en la
emision. Luego, con la imagen se puede vislumbrar la distribucién de las NPs en una escala mayor a
los experimentos previos. Por ultimo, en la Figura 4.5 B se puede observar que las NP-QS-F se
encuentran dispersas en la solucién acuosa, aunque también coexisten agregados, los cuales se

distribuyen homogéneamente en el campo observado.

4.2. Evaluacidn de la biocompatibilidad y e internalizacion de las NPs
4.2.1 Ensayo de biocompatibilidad

Se consideran biomateriales a materias primas de origen bioldgico capaces de tratar, mejorar
o suplantar tejidos, drganos o funciones en sistemas bioldgicos. Estos desempefian un papel cada vez
mas importante en los sistemas con aplicacion en salud modernos, razén por la cual su impacto
bioldgico es fundamental para la norma internacional ISO 10993-5, que no especifica una sola prueba,
sino que intenta presentar pautas para la eleccion de evaluaciones adecuadas, tales como: dafio
celular por cambios morfoldgicos, mediciones del crecimiento celular y/o aspectos especificos del
metabolismo celular. Todas estas técnicas corresponden a un enfoque clasico, aunque hoy en dia
continuan siendo internacionalmente aceptadas (Di Santo, y col. 2020).

El propdsito general de esta tesis estd enfocado primeramente a los requerimientos
necesarios para la manipulacion de células de neuroblastoma humano SHSY5Y. Los cultivos celulares
pueden ser utilizados tanto en la investigacién bdsica como en la aplicada. En la investigacién basica
permiten estudiar fendmenos complejos como, por ejemplo, la biocompatibilidad de los
nanomateriales. Para hablar de biocompatibilidad debe hacerse referencia a cambios en la
morfologia celular y cambios en la viabilidad celular (cominmente conocidos como efectos
citotéxicos que involucran la muerte y la proliferacidon celular). La citotoxicidad puede abordarse
desde multiples respuestas a nivel celular, siendo uno de los mas utilizados el ensayo de la sal de
tetrazolio mejor conocido como MTT ( Di Santo y col. 2020; Kirkpatrick y col. 1998). De esta manera,
el efecto de dos concentraciones de NP-QS y NP-QS-F (50 y 100ug/ml) fue evaluado sobre el
porcentaje de células metabdlicamente activas después de un periodo de incubacién de 24 h. La
eleccidn de las concentraciones se basé en estudios previos realizados en el laboratorio, aunque,
llevados a cabo en células humanas del epitelio pigmentario de la retina ARPE-19, células endoteliales

humanas EA.hy926, células de epitelio intestinal humano de la linea Caco 2 y células fibroblasticas
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murinas 3T3 NIH (Di Santo, y col. 2020). Cabe mencionar que en las lineas humanas Caco-2 y ARPE-
19 se determiné una proliferacién significativa del 38 y 40%, respectivamente, en presencia de 50
ug/ml QS. Esta situacion no ha sido observada en los cultivos de SHSY5Y; no obstante, el porcentaje
de viabilidad celular obtenido fue > 90% para las células en presencia de cada tipo de NP.

El alto porcentaje de viabilidad celular indica que las NPs de QS con y sin fluoréforo acoplado
no son toxicas para las células bajo las condiciones utilizadas (Figura 4.6 A). Por otra parte,
empleando microscopia de contraste de fase, se observo que las células SHSYS5Y expuestas a las NPs
mostraron un fenotipo similar a los cultivos control, los cuales se caracterizan por la presencia de
células alargadas (en forma de huso) con presencia de neuritas ademds de zonas con capas
superpuestas (Figura 4.6 B). Entre la escasa informacion sobre el efecto de NPs de QS por gelificacion
idnica en células SHSY5Y, se destaca el trabajo de Bhattamisra y col. (2020) donde han determinado
por el mismo método de MTT, que las dosis entre 2,5, 5y 10 pg/mL por 24 y 48hs no resultaron ser
citotdxicas, aunque si ocurre para la concentracion de 25 pg/mL, la cual es mas baja que la que se

reporta en el presente trabajo.
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Figura 4.6. Andlisis MTT e imdgenes de microscopia de contraste de fase de células SHSY5Y.
(A) Las células fueron expuestas a 0 (Control), 50 y 100ug/ml NP-QS, NP-QS-CNN-Cl y NP-QS-CNN-Ac
durante 24hs. La viabilidad celular se cuantificé mediante el ensayo de reduccion de MTT. (B)
Imdgenes de contraste de fase de las células expuestas a 50 ug/ml NPs. Barra: 50 um.
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4.2.2. Andlisis de incorporacién de NPs en células SHSY5Y por microscopia de fluorescencia

En nanomedicina, la entrada segura de NPs en las células seria un paso crucial para obtener
una alta eficacia terapéutica cuando estas son empleadas como vehiculos de farmacos. Por lo tanto,
la comprensidn de la captacion celular y el tréfico intracelular de las NPs es crucial para su disefio y
desarrollo. La captacién de NPs podria describirse en un evento de dos pasos: una fase de unién a la
membrana celular y luego el paso de internalizaciéon (Foroozandeh y Aziz 2018). Por lo tanto, en
primer lugar, se estudié la capacidad de incorporacion de las NP-QS-CNN-Ac (50 pg/ml) en funcidn
del tiempo (Omin -control-, 5min, 15min, 30min, 60min, 120min y 24 hs). Se ha elegido en primera
instancia realizar este analisis con la CCN-Ac puesto que la sonda que se une manera covalente al QS.
Mediante microscopia de fluorescencia (epi y confocal), se observaron y capturaron imagenes
representativas de cada tiempo. La Figura 4.7A exhibe que las células incorporan a las NPs
gradualmente en el tiempo y las mismas se internalizan ampliamente después de 24 hs de incubacidn.
Las imagenes fueron tomadas manteniendo los mismos parametros de setting (brillo, tiempo de

exposicion, etc) de forma tal que puedan ser cuantificados los cambios en la intensidad (Figura 4.7.B).
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Figura 4.7. Estudio de la incorporacién intracelular de NPs.
A. Incorporacion de las NP-QS-CNN-Ac en funcidn del tiempo por células SHSY5Y. B.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media en cada célula utilizando el programa
Imagel (N>20 para cada muestra).

Los tipos de muestras que se analizan por microscopia confocal son basicamente los mismos
que se utilizan para observacidon con epifluorescencia. No obstante, con la aplicacién de la
confocalidad, es posible entonces obtener una imagen con la informacién proveniente de la regién
enfocada (en los planos x, y, z) y se elimina el resto de la luz proveniente de la muestra. En la Figura
4.8 se muestra el resultado de secciones dpticas multiples en el plano «z», es decir en el plano de la
profundidad de la muestra. A partir de estas imagenes, fue posible generar de forma automatizada
una reconstruccion de la célula con las NPs internalizadas en el plano «z» (un z-stack), es decir, que
contiene la informacién del grosor con una alta resolucién espacial. Si consideramos que el z-stack
contiene la informacidn sumada de un nimero de planos focales, la imagen resultante contiene tres
dimensiones (3D). El programa Image Jy su plug in 3D viewer permite girar la imagen 3D y asi obtener
informacidn adicional de la muestra, que en este caso confirma la internalizacidon de las NPs. Otras
de las aplicaciones de la microscopia confocal en la investigacién en biomedicina abarcan el analisis
de colocalizacién de moléculas, cambios en su expresion o distribucién en organelas. Precisamente,

el analisis 3D denotd la presencia de NPs (rojo) en el nucleo celular marcado con la sonda DAPI (azul),
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evidenciado por la presencia de color magenta como resultado del solapamiento del canal rojo con

el azul.

Figura 4.8. Imagen confocal que contiene la informacion de un z-stack obtenido por microscopia
confocal. Se muestran imagenes que fueron rotadas en distintos dngulos.
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4.2.3. Estudio del perfil de fluorescencia intracelular de las NPs

La entrega intracelular es un requisito esencial para la eficacia de un farmaco, lo que implica
gue los nanovehiculos tienen que, ademas de cruzar la membrana celular, escapar de los endosomas
y de la consecuente degradacion lisosomal. Asi, este requerimiento, se transforma en un cuello de
botella critico que limita la administracion eficiente de los fdrmacos en el citoplasma celular. Este
fendmeno esta bien descripto para la polietilenimina (PEl), la cual es ampliamente usada como
vehiculo para transfectar cDNAs. Dado que la molécula de PEIl cuenta con numerosos grupos amino
protonables (similar al QS) ejerce un efecto tampdn de pH (efecto esponja de protones) que facilita
el escape desde endosomas tardios o lisosomas, cuyo pH fisiolégico es de pH 5,5. Cuando la
acumulacién de cargas positivas en el interior de las vesiculas se contrarresta con una entrada pasiva
de iones cloro para mantener la neutralidad, este gran aumento de la concentracién de iones va
acompafado de la entrada de moléculas de agua que provocan el hinchamiento de la vesicula y la
ruptura de su membrana, y por consiguiente la liberacion al citoplasma de las NPs de PEl y de los
plasmidos (Martens y col. 2014; Smith y col. 2019, Cupic y col. 2019; Aibani y col. 2021). De modo
similar, en trabajos previos del grupo de investigacion se ha comprobado que las NPs poliméricas
catidnicas tienen capacidad amortiguadora del pH y facilitan el escape del sistema endolisosomal que
tiene lugar este evento con otras NPs de superficie catidnica como lo son las de QS-TPP (Buosi, y col.
2020).

En este trabajo, las observaciones realizadas con los microscopios de epifluorescencia y
confocal, permitieron denotar la existencia de un patrén diferencial de la fluorescencia distribuida
intracelularmente que tenia lugar en las muestras analizadas y que cambiaba en funcién del tiempo
de incubacién con las NPs. A partir de esta observacion, se ha consultado diversa bibliografia hasta
hallar la revision realizada por Martens y col. (2014) titulada “Intracellular delivery of nanomaterials:
How to catch endosomal escape in the act”. En dicho reporte, los autores han recopilado diferentes
protocolos para la deteccidn del escape endosomal por parte de las NPs. En este sentido, se indica
justamente que la microscopia de fluorescencia proporciona informacion sobre el perfil de
fluorescencia intracelular (PFI). Precisamente, un patron de fluorescencia puntiforme a menudo se
considera una indicacion de que el nanovehiculo esta atrapado en los endosomas, mientras que una
tincion citosélica difusa implica una fuga desde las vesiculas endosomales. Asi, se muestra un ejemplo
en el que el PFI de una molécula de dextrano de 3kDa presenta: patréon puntillado (carga
secuestrada), patrén de tincion difuso alto (carga citosélica) y un nivel intermedio, representado por

el patrédn moderado. Justamente, en el ensayo de incorporacién de NPs en funcién del tiempo, hemos
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podido identificar los mismos 3 patrones (Figura 4.9 A). Empleando la herramienta adjust brightness
del Imagel se clasificaron y cuantificaron las células en funcion del patrén de PFl observado (n=190)
(Figura 4.9 B). Los resultados nos sugieren que el PFl alto aumenté para las células incubadas por
24hs en comparacion con los otros tratamientos. A este resultado no se le pudo realizar un analisis
estadistico, ya que por la forma en que se tomé la muestra cada tratamiento seria una unidad
experimental, y cada célula seria una pseudoréplica. De todas maneras, el resultado obtenido es
consistente con nuestro razonamiento, ya que esperamos que, con un mayor tiempo de incubacién,
haya mas tiempo para que ocurra la maduracidon de los endosomas y finalmente, el escape al

citoplasma
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Figura 4.9. Patron de fluorescencia intracelular. (A) Patron puntillado (carga secuestrada,
representado por flechas azules), patron de tincion difuso alto (carga citosdlica, representado por
flechas naranjas) y un nivel intermedio, representado por el patron moderado (representado por
flechas amairillas). (B) Clasificacion y conteo de cada patrdn por célula (N=190/tratamiento).
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Conclusiones

Tras haber llevado a cabo el trabajo tedrico y experimental en el laboratorio desde agosto del
2022 hasta mayo del 2023, es posible concluir que esta experiencia ha sido altamente
beneficiosa en términos de formacion académica en diversos aspectos. Ademds de haber
adquirido nuevas capacidades técnicas, se ha aprendido a trabajar en equipo de manera
eficiente, aprender de nuestros errores e inconvenientes, y a buscar soluciones mediante el
uso del pensamiento critico e ingenio.

En cuanto a los resultados obtenidos, se ha logrado con éxito el disefio y generacién de
hidrogeles esféricos a escala nanométrica. El analisis por DLS indicé un tamafio medio de
504nm con un bajo Pdl. Por su parte, los andlisis de ultraestructura denotaron un tamafio
medio estimado en 33nm y una altura de 15nm de acuerdo con las técnicas de microscopia
TEM y AFM, respectivamente.

La marcacion del QS con sondas fluorescentes fue exitosa al mismo tiempo que se logro
mantener la unién durante la generacion de las NPs por gelificacidn idnica.

Las NPs resultaron ser biocompatibles ya que se demostro en las concentraciones y tiempos
ensayados no resultaron ser citotoxicas para la linea humana SHSY5Yl ademas de ser captadas
por éstas con éxito.

El PFI de las NPs permite conjeturar que, tras su captacion, las mismas son internalizadas en
vesiculas endosomales (patron de PFI puntillado) y con el transcurso del tiempo, son liberadas
al citoplasma (patrén de PFI difuso). De este modo, para las estrategias de desarrollo de NPs
que son disefiadas con el objetivo de evitar la degradacién prematura del principio activo, se
enfocan en el escape del sistema endolisosomal; este fendmeno actua de cuello de botella a
fin de hacer entrega eficiente de la molécula terapéutica.

En resumen, el trabajo llevado a cabo para la presente Tesis de Licenciatura permite proyectar
el uso de las NP-QS-F en animales de experimentacidon. Alun mds, es posible contemplar la
posibilidad de que las NP-QS sean nuevas estrategias no sélo para fines terapéuticos, es decir
para la vehiculizaciénde farmacos, sino también con aplicaciones diagndsticas con la finalidad

de mejorar la sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas de imagenes.

Perspectivas futuras

Se ha descripto en otros reportes que los nanomateriales en general, debido a su alta relacion
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superficie/volumen, son capaces de interactuar con las proteinas y reactivos empleados para
los ensayos de viabilidad y generar asi interferencias que pueden llevar a interpretaciones
erréneas de los resultados (Holder y col., 2012; Kimberly y col., 2014). Por este motivo, la
cuantificacion de la viabilidad celular llevada a cabo con el ensayo de MTT podria ser reforzada
empleando otras técnicas colorimétricas que evallien y permiten obtener informacion
complementaria sobre distintos aspectos de la fisiologia celular, por ejemplo, empleando las
técnicas de rojo neutro (técnica basada en la incorporacién del colorante supravital rojo
neutro por los lisosomas de las células vivas. Una disminucién de la absorbancia del rojo
neutro indica la pérdida de funcionalidad de los lisosomas, lo cual se emplea como indicador
de viabilidad celular) o ensayo de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (La LDH estd
presente en el citoplasma y es un indicador bien establecido y fiable de |a viabilidad celular.
El dafio de la membrana plasmatica produce una liberacion de LDH en el medio de cultivo
celular circundante. De este modo, es posible determinar la ocurrencia de citotoxicidad en
términos de la LDH extracelular cuantificada).

La técnica de citometria de flujo permite medir la fluorescencia intracelular de células
individuales a una alta velocidad. Es por eso por lo que se planea realizar un estudio de
incorporacion de NP-QS-F utilizando esta técnica a fin de tener un dato cuantitativo de
fluorescencia por célula. El analisis realizado a partir de la adquisicién de imagenes por
microscopia de fluorescencia confocal puede tener errores experimentales basados en los
propios vicios del investigador considerando que la cuantificacién de intensidad de
fluorescencia se obtiene delimitando a mano el contorno de la célula. No obstante, a fin de
disminuir este error, se optd por aplicar un “doble ciego”, el cual consiste en que el sujeto
desconoce el grupo de tratamiento que estd analizando.

Por ultimo, seria interesante continuar explorando la via de procesamiento de las NPs en
células neuronales. Nosotros planteamos la hipdtesis de que las NPs estarian escapando la via
degradativa de los lisosomas (“escape endolisosomal”) (Cupic y col. 2019; Aibaniy col. 2021).
Para confirmar nuestra hipdtesis estudiaremos mediante la técnica inmunocitoquimica, la
localizacién de los NP-QS-F en cada compartimento empleando anticuerpos especificos para
cada uno de ellos: Rab5 (endosomas tempranos), Rab7 (endosomas tardios) y LAMP-1
(lisosomas) (Shearer and Petersen 2017). Estos ultimos, se acoplardan a un anticuerpo

secundario Alexa con Aex: 488nm a fin de estudiar la co-localizacién o no con las NP-QS-CNN.
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