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ABREVIATURAS

% p/p: porcentaje peso en peso

% p/v: porcentaje peso en volumen

¢r: rendimiento cuantico de fluorescencia
Dy : didmetro hidrodindmico promedio

‘OH": radical hidroxilo

{: potencial Z

€: coeficiente de extincion molar
Aemi: longitud de onda de emision
Aexc: longitud de onda de excitacion

@a: rendimiento cuantico de produccion
de !0,

IF8BT*: estado singlete excitado de FSBT

'PtOEP*: estado singlete excitado de
PtOEP

10,: oxigeno singlete

SF8BT*: estado triplete excitado de FSBT

30,: molécula de oxigeno en el estado
fundamental

SPtOEP*: estado triplete excitado de
PtOEP

A

abs: absorbancia

ATBs: antibidticos

B

BHE: barrera hematoencefalica

BODIPY: borodipirrometeno

C

CDC: Centro para el control y prevencion
de enfermedades

CMC: concentracion micelar critica
-COOH: grupo funcional carboxilo
CV: cristal violeta

CW: calcofluor white

D

Du: diametro hidrodinamico
DLS: dispersion dindmica de la luz

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle
Medium

DMSO: dimetilsulfoxido

EPR: efecto de permeacion y retencion
EPS: exopolisacaridos

ET: transferencia de energia

ET-SS: transferencia de energia singlete —

singlete
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ET-TT: transferencia de energia triplete —

triplete

F8BT: poli[(9,9- di-n-octilfluorenil-2,7-
diil)-alt-(benzo[2,1,3]-tiadiazol-4,8-diil)]

FRET:  Transferencia de  Energia

Resonante de Forster

FSC: dispersion frontal

GBM: glioblastoma

GLUT: transportadores de glucosa

H20,: perdxido de hidrogeno

Hereto-ET: transferencia de energia
heter6loga

Homo-ET: transferencia de energia
homologa

HSA: albumina de suero humano

I
I Poly: indice de polidispersidad

Io/I: intensidad de fluorescencia inicial

versus intensidad de fluorescencia
Ir: intensidad de fluorescencia
IP: ioduro de propidio

ISC: cruce entre sistemas

Ii: intensidad de fluorescencia integrada

M

M: concentracion molar

MRSA: S. aureus resistente a la meticilina
MTT: Azul de tiazolil bromuro de

tetrazolio

N

-NHa: grupo funcional amina
NIR: infrarrojo cercano

NPCs: nanoparticulas de polimeros
conjugados

Q

02" anion superoxido

OD: densidad optica

ODsoo: densidad 6ptica a 600 nm

P
PBS: buffer fosfato salino

PC: polimero conjugado
PCs: polimeros conjugados

PDI: inactivacion fotodinamica

microbiana
PE: polimero estabilizante

PEI: polietilenimina

PEO: poli(6xido de etileno)
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PEs: polimeros estabilizantes
PFN: poli[(9,9-bis(60-(N,N,N-
trimetilamonio)hexil)-2,7-fluoreno)-alt-

2,7 (9,9dioctilfluoreno)] dibromo
PM: peso molecular

PPF: copolimero de poli(porfirina)-b-

poli(fluoreno)

PS: fotosensibilizadores

PSMA: poli(estereno-co-anhidrido
maleico)

PS-PEG-COOH: copolimero de
poliestireno y polietilenglicol

funcionalizado con grupo carboxilo

PtOEP: octaetilporfirina de Platino

Pt-TCPP: Pt (Il
carboxifenil) porfirina

meso-tetra(4-

R

RAM: resistencia a los antimicrobianos

Resazurina: Sal sodica de 7-hidroxi-3H-

fenoxazin-3-ona-10-6xido

ROS: especies reactivas de oxigeno

rpm: revoluciones por minuto

Si: estado excitado singlete
S. aureus: Staphylococcus aureus
So: estado fundamental singlete

SD: desviacion estandar

SEM: microscopia electronica de barrido

FBS: suero fetal bovino

SSC: dispersion lateral

T X-100: Triton X-100

T\: estado excitado triplete

T-1107: polimero Tetronic® T-1107

TEM: microscopia  electrénica  de

transmision

TDF: terapia fotodindmica contra el

cancer

T-GLU: polimero Tetronic® T-1107
funcionalizado con D-(+)-glucono-1,5-

lactona
THEF: tetrahidrofurano

TS: tripteina soya

U

CFU/mL: wunidades formadoras de

colonias por mililitro

UV-vis: ultravioleta — visible

WHO: Organizaciéon Mundial de la Salud
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RESUMEN

La resistencia a los antibioticos constituye una de las principales amenazas sanitarias
a nivel mundial, impulsada por la creciente y continua aparicion de bacterias
multirresistentes como consecuencia del abuso, el uso inadecuado y la implementacion de
protocolos terapéuticos ineficientes en la administracion de antibidticos. De manera paralela,
en el ambito del tratamiento del céncer, la resistencia a la quimioterapia, la escasa
selectividad de numerosos farmacos antineoplasicos y su elevada toxicidad sistémica limitan
significativamente la eficacia clinica, favorecen la recurrencia tumoral y deterioran la
calidad de vida de los pacientes. En conjunto, ambas problematicas evidencian la necesidad
urgente de desarrollar estrategias terapéuticas innovadoras que superen las limitaciones de
las terapias convencionales, eviten los mecanismos clasicos de resistencia y reduzcan los

efectos adversos asociados.

En este contexto se encuentra la terapia fotodindmica microbiana y la terapia
fotodinamica aplicada al tratamiento del cancer como alternativas terapéuticas
prometedoras. Estas estrategias se basan en el empleo de fotosensibilizadores que, tras su
activacion por luz y en presencia de oxigeno molecular, inducen la produccién de especies
reactivas de oxigeno capaces de provocar la muerte selectiva de bacterias y células
tumorales. La elevada selectividad del tratamiento, la baja toxicidad sistémica y la escasa
probabilidad de induccion de resistencia colocan a la terapia fotodinamica como una opcion

alternativa frente a las limitaciones propias de los tratamientos tradicionales.

En esta tesis se proponen distintas estrategias para el desarrollo de nanoparticulas de
polimeros conjugados, las cuales estan destinadas a ser utilizadas como fotosensibilizadores
en las fototerapias con objetivo mejorar la eficiencia de la terapia fotodindmica tanto en el
tratamiento del cancer (particularmente sobre células de glioblastoma), como en la
inactivacién fotodinamica microbiana de cultivos plancténicos y biofilms maduros de una

cepa de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

Las nanoparticulas de polimero conjugado se sintetizaron mediante un método de
nanoprecipitacion controlada utilizando el polimero poli[(9,9-di-n-octilfluorenil-2,7-diil)-
alt-(benzo[2,1,3]-tiadiazol-4,8-diil)]. Con el fin de mejorar la estabilidad coloidal y

funcionalizar la superficie de las nanoparticulas, se emplearon distintos polimeros
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estabilizantes, incluyendo poli(estireno-co-anhidrido maleico), Tetronic® T-1107 (70 % p/p
de poli(6xido de etileno)) y Tetronic® T-1107 modificado con D-(+)-glucono-1,5-lactona.
Asimismo, para incrementar la eficiencia en la generacion de especies reactivas de oxigeno
propia de los polimeros conjugados, las nanoparticulas se doparon volumeétricamente con
octaetilporfirina de platino(ll) o superficialmente con meso-tetra(4-carboxifenil)porfirina de
Pt(I). Adicionalmente, la carga superficial de las nanoparticulas se modific6 mediante la
adsorcion de un segundo polimero conjugado, poli[(9,9-bis(3"-(N,N,N-dimetil)-N-
etilamonio-propil)-2,7-fluoreno-alt-2,7-(9,9-dioctilfluoreno))] dibromuro, obteniéndose asi

sistemas del tipo core/shell.

Las distintas estrategias de disefio de las nanoparticulas se centraron, por un lado, en
la reduccion de su didmetro con el fin de favorecer la penetracion hacia el interior de los
biofilms y, por otro, en la modificacién de la carga superficial para obtener nanoparticulas
cationicas capaces de interactuar de manera mas eficiente con las envolturas bacterianas y
con los componentes anionicos de la matriz del biofilm. Paralelamente, se evalué el uso de
diferentes polimeros estabilizantes para funcionalizar la superficie de las nanoparticulas y
promover su interaccion e internalizacion en células tumorales. Por ultimo, se doparon
superficialmente las nanoparticulas con el objetivo de incrementar la eficiencia en la
produccién de especies reactivas de oxigeno con respecto a las nanoparticulas dopadas

volumétricamente.

Se lograron obtener nanoparticulas de polimero conjugado de diametro reducido
mediante la variacion de distintos parametros de sintesis, tales como la concentracion del
polimero estabilizante y el empleo de diferentes medios acuosos, incluyendo soluciones a
distintas temperaturas, soluciones buffer a diferentes valores de pH y soluciones de
surfactantes. Mediante estas estrategias fue posible sintetizar nanoparticulas con didametros
de hasta 5 nm. La incorporacion de un segundo polimero conjugado permitid la obtencién
de nanoparticulas del tipo core/shell, logrando invertir la carga superficial y produciendo un
cambio en el potencial zeta de —27 a +16 mV. Asimismo, se desarrollaron nanoparticulas
estabilizadas con distintos polimeros para optimizar su interaccion con células tumorales.
Finalmente se obtuvieron nanoparticulas dopadas superficialmente con distintas
concentraciones de porfirina. La caracterizacion fisicoquimica de los sistemas obtenidos se
Ilevé a cabo mediante espectrofotometria UV-visible y de fluorescencia, dispersion dinamica

de la luz, microscopia electrénica de transmision y mediciones de potencial zeta.
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Finalmente, se estudid la interaccion de las nanoparticulas core/shell con bacterias
en estado planctonico mediante las técnicas de citometria de flujo, potencial zeta y
microscopia electronica de transmision. Posteriormente se realizaron ensayos de
inactivacion fotodindmica microbiana tanto en cultivos plancténicos, mediante recuento de
colonias y curvas de crecimiento post irradiacion, como en biofilms, mediante las técnicas
de cristal violeta, reduccion del azul de tiazolil bromuro de tetrazolio, ensayo de la
resazurina, cuantificacion de proteinas libres en el sobrenadante, tincion de la matriz de
exopolisacaridos y microscopia electronica de transmision. Los resultados evidenciaron una
mejora significativa en la eficiencia de la inactivacion fotodinamica microbiana al emplear
nanoparticulas de diametro reducido y nanoparticulas core/shell, en comparacion con
nanoparticulas de polimero conjugado desarrolladas previamente por el grupo de trabajo. No
se observo una mejora en la vectorizacion hacia células tumorales al utilizar nanoparticulas
funcionalizadas con Tetronic® T-1107 ni con Tetronic® T-1107 modificado con D-(+)-
glucono-1,5-lactona mediante la técnica de citometria de flujo. Asimismo, el dopado
superficial con porfirina no condujo a una mejora en la transferencia de energia responsable
de la generacién de oxigeno singlete en comparacion con el dopado volumétrico. En
conjunto, estos resultados confirman las hipétesis planteadas y demuestran que el disefio
racional de nanoparticulas de polimero conjugado permite optimizar su desempefio en

terapias fotodinamicas antibacterianas.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance constitutes one of the major global health threats, driven by the
increasing and continuous emergence of multidrug-resistant bacteria as a consequence of
antibiotic misuse, inappropriate use, and the implementation of ineffective therapeutic
protocols in antibiotic administration. In parallel, within the field of cancer treatment,
resistance to chemotherapy, the poor selectivity of many antineoplastic drugs, and their high
systemic toxicity significantly limit clinical efficacy, promote tumor recurrence, and impair
patients’ quality of life. Taken together, both issues highlight the urgent need to develop
innovative therapeutic strategies that overcome the limitations of conventional therapies,

bypass classical resistance mechanisms, and reduce associated adverse effects.

In this context, antimicrobial photodynamic therapy and photodynamic therapy
applied to cancer treatment emerge as promising therapeutic alternatives. These strategies
are based on the use of photosensitizers that, upon light activation in the presence of
molecular oxygen, induce the generation of reactive oxygen species capable of selectively
killing microorganisms and tumor cells. The high selectivity of the treatment, low systemic
toxicity, and low likelihood of resistance induction position photodynamic therapy as an

attractive alternative to the inherent limitations of traditional treatments.

In this thesis, different strategies are proposed for the development of conjugated
polymer nanoparticles intended for use as advanced photosensitizers. The aim is to improve
the efficiency of photodynamic therapy both in cancer treatment—particularly against
glioblastoma cells—and in the antimicrobial photodynamic inactivation of planktonic

cultures and mature biofilms of a methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain.

Conjugated polymer nanoparticles were synthesized using a controlled
nanoprecipitation method employing the polymer poly[(9,9-di-n-octylfluorenyl-2,7-diyl)-
alt-(benzo[2,1,3]-thiadiazole-4,8-diyl)]. In order to improve colloidal stability and
functionalize the nanoparticle surface, different stabilizing polymers were used, including
poly(styrene-co-maleic anhydride), Tetronic® T-1107 (70 wt% poly(ethylene oxide)), and
Tetronic® T-1107 modified with D-(+)-glucono-1,5-lactone. Additionally, to enhance the
intrinsic reactive oxygen species generation efficiency of conjugated polymers,

nanoparticles were volumetrically doped with platinum(l1) octaethylporphyrin and surface-
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doped with meso-tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin Pt(I1). Furthermore, the surface charge
of the nanoparticles was modified by adsorption of a second conjugated polymer, poly[(9,9-
bis(3'-(N,N,N-dimethyl)-N-ethylammonium-propyl)-2,7-fluorene-alt-2,7-(9,9-
dioctylfluorene))] dibromide, yielding core/shell-type systems.

The different nanoparticle design strategies focused, on the one hand, on reducing
particle diameter to promote penetration into biofilms, and on the other, on modifying
surface charge to obtain cationic nanoparticles capable of interacting more efficiently with
bacteria and with the anionic components of the biofilm matrix. In parallel, the use of
different stabilizing polymers was evaluated to functionalize the nanoparticle surface and
promote interaction and internalization in tumor cells. Finally, nanoparticles were surface-
doped with the aim of increasing reactive oxygen species production compared to

volumetrically doped nanoparticles.

Conjugated polymer nanoparticles with reduced diameters were successfully
obtained by varying different synthesis parameters, such as stabilizing polymer
concentration and the use of different aqueous media, including solutions at different
temperatures, buffer solutions at different pH values, and surfactant solutions. Through these
strategies, nanoparticles with diameters as small as 5 nm were synthesized. The
incorporation of a second conjugated polymer enabled the formation of core/shell
nanoparticles, achieving surface charge inversion and inducing a change in zeta potential
from —27 to +16 mV. In addition, nanoparticles stabilized with different polymers were
developed to optimize their interaction with tumor cells. Finally, nanoparticles surface-
doped with different porphyrin concentrations were obtained. Physicochemical
characterization of the resulting systems was carried out using UV-visible and fluorescence
spectrophotometry, dynamic light scattering, transmission electron microscopy, and zeta

potential measurements.

Finally, the interaction of core/shell nanoparticles with planktonic bacteria was
studied using flow cytometry, zeta potential measurements, and transmission electron
microscopy. Subsequently, antimicrobial photodynamic inactivation assays were performed
both on planktonic cultures—using colony counting and post-irradiation growth curves—
and on biofilms, employing crystal violet staining, thiazolyl blue tetrazolium bromide

reduction, resazurin assays, quantification of free proteins in the supernatant, staining of the
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exopolysaccharide matrix, and transmission electron microscopy. The results demonstrated
a significant improvement in antimicrobial photodynamic inactivation efficiency when using
reduced-diameter nanoparticles and core/shell nanoparticles, compared to conjugated
polymer nanoparticles previously developed by the research group. No improvement in
targeting toward tumor cells was observed when using nanoparticles functionalized with
Tetronic® T-1107 or Tetronic® T-1107 modified with D-(+)-glucono-1,5-lactone, as
assessed by flow cytometry. Likewise, surface porphyrin doping did not lead to an
improvement in energy transfer responsible for singlet oxygen generation compared to
volumetric doping. Overall, these results confirm the proposed hypotheses and demonstrate
that the rational design of conjugated polymer nanoparticles enables the optimization of their

performance in antibacterial photodynamic therapies.
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Capitulo 1:
INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de la penicilina en 1928, un antibidtico de origen fungico,
constituyd un hito fundamental en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y marco
el inicio de la denominada era de la antibioticoterapia. Esta etapa se caracterizo inicialmente
por la introduccién de la penicilina y, posteriormente, por el desarrollo e incorporacion de
nuevos antibidticos (ATBs), los cuales se consolidaron como una estrategia altamente eficaz
para el control y tratamiento de infecciones bacterianas. Durante varias décadas, la
antibioticoterapia fue considerada la solucion definitiva frente a las patologias de origen
bacteriano."? Sin embargo, tan solo dos afios después de la implementacion clinica de la
penicilina comenzaron a surgir las primeras cepas de Staphylococcus aureus (S. aureus)

resistentes a este antibiotico.>*

Como consecuencia de esta problemdtica, afios mas tarde se desarrollaron
alternativas sintéticas a los ATBs de origen natural, entre ellas la meticilina, introducida en
la década de 1950. Este antibiotico se utilizd principalmente para el tratamiento de
infecciones causadas por S. aureus. No obstante, apenas diez afios después de su
introduccion clinica se registrd la primera cepa de S. aureus resistente a la meticilina

(MRSA), a pesar de tratarse de un ATB sintético.’

Si bien la era de la antibioticoterapia revolucion¢ el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, también ha generado consecuencias adversas de gran impacto para las
generaciones futuras. El uso indiscriminado y el abuso de ATBs, junto con la implementacion
de protocolos ineficientes de prevencion y control de infecciones, han favorecido el
desarrollo de bacterias resistentes a multiples antibidticos.®® Como resultado, la
disponibilidad de ATBs para el tratamiento de infecciones bacterianas se ha reducido
progresivamente. Esta situacion se ha tornado particularmente critica con la aparicion de las
denominadas “superbacterias”, caracterizadas por una resistencia simultdnea a multiples

clases de ATBs.>’

En la Figura 1 se esquematiza el mecanismo general de desarrollo de la resistencia a
los ATBs. Inicialmente, tras un tratamiento antibiotico ineficiente, sobreviven unas pocas
bacterias que han podido crecer en las condiciones adversas impuestas por el ATB
(representadas en color naranja). Estas bacterias se replican rapidamente, originando una

nueva infeccion que ya no puede ser erradicada mediante el mismo tratamiento, debido a la
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resistencia adquirida. Finalmente, la infeccidn causada por bacterias resistentes se transfiere

a un nuevo huésped, favoreciendo su propagacion.

(, N\
EDE G

Son las bacterias, no el Cuando las bacterias se Algunas bacterias
cuerpo, que se vuelven vuelven resistentes, los resistentes pueden
resistentes a los antibioticos no pueden ser mas dificiles de

antibidticos creados combatirlas, y estas se tratar v propagarse

Kpara eliminarlas. multiplican. a otras personay

Figura 1. Descripcion del mecanismo de resistencia a los ATB Fuente:

https://www.cdc.gov/antibiotic-use.

En el afio 2013, el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
declar6 que la humanidad habia ingresado en la era “post-antibidtica”, y en 2014 la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) comenz6 a advertir formalmente sobre la
gravedad que representaban estos patdgenos resistentes.’ Recientemente, en el afio 2024
WHO actualiz¢ la lista de “patogenos bacterianos” estableciendo un orden de prioridad para
el desarrollo de nuevas terapias, debido a la resistencia adquirida a los ATBs. En dicha lista,
MRSA se ubica dentro de la categoria de “prioridad alta”, principalmente por su elevada
prevalencia en entornos hospitalarios, las considerables tasas de morbilidad y mortalidad

asociadas, y la gran dificultad para prevenir infecciones causadas por estas cepas.’

En este contexto, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que sustituyan o
complementen a la antibioticoterapia se considera una prioridad a nivel mundial. A pesar de
los esfuerzos sostenidos en investigacion y desarrollo de nuevos ATBs, los tiempos
requeridos para su aprobacion clinica resultan extensos en comparacion con la rapidez con
la que las bacterias desarrollan mecanismos de resistencia. Por esta razon, una parte
significativa de los esfuerzos actuales se orienta hacia alternativas terapéuticas no

convencionales.*%710
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Un aspecto central en la resistencia antimicrobiana es la capacidad de muchas
bacterias de organizarse en biofilms. Un biofilm es una estructura compleja de
microorganismos que viven en comunidad, embebidos en una matriz extracelular compuesta
por polisacaridos, proteinas, fibrina, lipoproteinas, lipidos y ADN extracelular, y protegidos
por una densa matriz de exopolisacdridos (EPS). Esta matriz desempefia un papel crucial en
la patogenicidad bacteriana, ya que actiia como una barrera fisica y quimica que confiere
una elevada resistencia a la mayoria de las terapias convencionales. Se ha demostrado que
las bacterias en biofilms pueden tolerar concentraciones de ATBs hasta 1000 veces
superiores a las requeridas para eliminar bacterias en estado planctonico.>!''? Actualmente,
se reconoce que la formacion de biofilms es uno de los principales mecanismos que
contribuyen al desarrollo y propagacion de la resistencia antimicrobiana. E1 CDC estima que
el 65 % de las infecciones bacterianas en humanos estan asociadas a biofilms, y que el 80 %
de las enfermedades infecciosas cronicas estan asociadas a una ineficiente erradicacion de
estas estructuras.>!'® En la actualidad se sabe que mas del 90 % de los microorganismos son
capaces de crecer en forma de biofilms.”!>!*!> En consecuencia, el desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas debe estar principalmente dirigido a este tipo de comunidades

microbianas.

Paralelamente a la problematica de la resistencia antimicrobiana, existe otra area
critica de la medicina en la que las terapias convencionales contintan siendo insuficientes:
el tratamiento de tumores altamente agresivos del sistema nervioso central, en particular el
glioblastoma (GBM). El GBM es el tumor cerebral maligno primario mas frecuente en
adultos y se caracteriza por un comportamiento altamente infiltrativo y resistente al
tratamiento, lo que se traduce en un pronéstico clinico extremadamente desfavorable.!*! A
pesar de la implementacion de un abordaje terapéutico multimodal basado en reseccion
quirtrgica, radioterapia y quimioterapia, la supervivencia global de los pacientes continlia
siendo limitada, con una mediana inferior a los dos afios y una tasa de supervivencia a cinco
afios menor al 10 %.!"?%2! En este contexto, la elevada tasa de recurrencia tumoral y la baja
eficacia de las terapias actuales ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar estrategias

terapéuticas alternativas capaces de mejorar el control de esta enfermedad.?!

En este escenario, la terapia fotodinamica contra el cancer (TFD) ha emergido como
una estrategia terapéutica innovadora, minimamente invasiva y con alta selectividad

espacial, basada en el mismo principio fotoquimico que sustenta la inactivacion
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fotodindmica microbiana (PDI). Ambos enfoques se basan en la administracion de un
fotosensibilizador (PS) que, tras su activacion mediante luz de una longitud de onda
especifica, genera especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales son capaces de inducir
dafo oxidativo letal en sistemas bioldgicos. Mientras que la PDI se orienta a la eliminacion
de microorganismos patogenos, la TFD se aplica al tratamiento de tejidos tumorales,

compartiendo mecanismos de accion fundamentales.

Las fototerapias, han adquirido una relevancia creciente debido a su mecanismo de
accion basado en la generacion localizada de ROS, capaces de inducir dafio oxidativo severo
y simultaneo sobre mdltiples blancos celulares. A diferencia de las terapias convencionales
dirigidas a un Unico objetivo molecular, las ROS producidas durante la fototerapia oxidan
de manera no especifica lipidos de membrana, proteinas estructurales y enzimaticas, asi
como acidos nucleicos, desencadenando un colapso funcional tanto en células tumorales
como en microorganismos patdgenos.?>?3, Esta naturaleza multifocal del dafio oxidativo
dificulta significativamente el desarrollo de mecanismos de resistencia adquirida, fenémeno
ampliamente documentado en bacterias multirresistentes y cada vez mas reconocido en el
contexto tumoral.?*% Por ello, las fototerapias emergen como una estrategia terapéutica
robusta y transversal frente a sistemas biol6gicos altamente adaptativos, tanto en infecciones

bacterianas como en neoplasias agresivas.

Un requisito central para la eficacia tanto de la PDI como de la TFD es el empleo de
PS con elevada capacidad de absorcion de luz, generacion eficiente de ROS, adecuada
fotoestabilidad y propiedades fisicoquimicas compatibles con sistemas bioldgicos
complejos. Si bien las porfirinas han sido ampliamente utilizadas como PS, presentan
limitaciones relevantes, como baja solubilidad acuosa, tendencia a la agregacion,

fotoestabilidad limitada y coeficientes de absorcidn relativamente bajos por molécula. 4,'7,'8

Para subsanar esta limitante, se propone el disefio racional de nanoparticulas de
polimeros conjugados (NPCs) como plataformas nanoestructuradas prometedoras que
retinen multiples caracteristicas asociadas a un PS ideal. Estas nanoestructuras, constituidas
por polimeros conjugados (PCs) que se autoensamblan en medios acuosos a pesar de su
caracter hidrofébico, presentan una elevada estabilidad coloidal y propiedades Opticas
sobresalientes. En particular, exhiben una alta capacidad de captacion de luz, reflejada en

elevados coeficientes de absorcion efectiva por particula, o que les permite actuar como
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eficientes antenas fotoactivas. Asimismo, las NPCs posibilitan una generacion eficiente de
ROS, ya sea de manera intrinseca 0 mediante la incorporacién controlada de PS clasicos en
su ndcleo hidrofébico, potenciando la produccién de ROS a través de procesos eficientes de
transferencia de energia. La matriz polimérica confiere ademas una mayor fotoestabilidad y
ofrece versatilidad para la modificacion superficial, favoreciendo la interaccion con sistemas
biologicos especificos, como biofilms bacterianos o células tumorales. Finalmente, su
tamafio nanomeétrico resulta particularmente ventajoso, ya que facilita la penetracion en
biofilms microbianos y, en aplicaciones oncologicas, contribuye a una eliminacién mas

eficiente, reduciendo la toxicidad sistémica y mejorando la eficacia de la fototerapia.
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1.2. Objetivos

Con base a estos antecedentes, la presente tesis tiene como objetivo general
desarrollar sistemas basados en NPCs para su aplicacion en fototerapias. De este objetivo

general se desprenden tres objetivos especificos:

1. Sintetizar y caracterizar NPC fotoactivas de diametros medios entre 5-10 nm

para facilitar su aplicacion en fototerapias

2. Sintetizar y caracterizar NPC fotoactivas con distintas modificaciones
superficiales que tengan un impacto en el direccionamiento (vectorizacion) contra células

cancerigenas o bacterianas

3. Sintetizar y caracterizar NPC capaces de generar por irradiacion ROS en

forma mas eficiente que las previamente desarrolladas por nuestro grupo y otros.

1.3. Hipdtesis

El desarrollo de la tesis se sustentd en tres hipotesis, las cuales se detallan a

continuacion:

1. Optimizacion del tamaio de las NPC

Utilizando distintas estrategias de sintesis es posible obtener NPCs compuestas por
F8BT + PSMA + PtOEP significantemente mas pequenas que las obtenidas previamente,
con diametros medios comprendidos entre 5-10 nmm para mejorar su desempernio en
fototerapias. En particular, la reduccion del didmetro facilitaria: i) En PDI: la penetracion
NPCs hacia zonas mas profundas del biofilm, promoviendo la eliminacion de estas
estructuras multirresistentes y i1) En TFD: la optimizacion del tamafio para favorecer el

aclaramiento hepatico y renal.

2. Modificacion superficial de las NPC para su aplicacién en PDI

Para una eficiente PDI se debe tener en cuenta dos aspectos: por un lado, que las
bacterias poseen una densidad de carga negativa superficial y por el otro, que el PS (que en

este caso NPCs) debe estar lo suficientemente cerca de las bacterias como para que las ROS
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formadas, en particular el oxigeno singlete ('O2), interaccionen eficientemente con las
distintas biomoléculas induciendo dafio oxidativo. Este segundo aspecto reviste una gran
importancia debido a que el 'Oz posee un tiempo de vida muy corto en medios bioldgicos.?®
Estudios con diferentes tipos de PS moleculares han demostrado que los mejores PS para
PDI son los que poseen una o mas cargas positivas, logrando asi aumentar hasta 10 veces su
adsorcion a las superficies bacterianas en comparacion con PS neutros o anionicos. Mediante
la combinacion de PC y polimeros con unidades funcionales mediante estrategias de
autoensamblado es posible sintetizar: i) NPCs con carga superficial positiva para favorecer
su interaccion con bacterias y mejorar la PDL.; y ii) NPC con grupos funcionales glucosa

para favorecer su interaccion con células cancerigenas que usualmente sobreexpresan

transportadores de glucosa y mejorar la TFD.

3. Optimizacion de las NPC para la produccién de 20,

Durante los ultimos afos el grupo de investigacion donde se realizd esta tesis
desarrollaron NPCs fotoactivas (dopadas volumétricamente con una porfirina metalada,
PtOEP) para la PDI contra bacterias multirresistentes a antibidticos y para TFD, las cuales
mostraron rendimiento cuantico para la formacion de 'Oz (@) del orden de 0,24.2 Si bien
dicho rendimientos es bueno, es significativamente menor al de PtOEP (®4 ~1). En las NPCs
dopadas volumétricamente con PtOEP, el estado excitado triplete de la porfirina (*PtEOP*)
no es el aceptor final de la energia, sino que la energia fluye hacia el estado excitado triplete
del PC (*F8BT*), los detalles de este proceso se describen en el marco tedrico. Para revertir
esta situacion se propone dopar superficialmente a las NPCs con una porfirina que permita

aumentar el @,y en consecuencia mejorar la produccion de ROS, en particular de '0- .
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Capitulo 2:

MARCO TEORICO
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2. MARCO TEORICO
2.1. Resistencia a los antibioticos como desafio terapéutico global

La resistencia a los ATBs también denominada de manera mas general como
resistencia a los antimicrobianos (RAM), constituye actualmente una de las principales
amenazas para la salud publica a nivel mundial. El aumento sostenido de infecciones
causadas por microorganismos resistentes se asocia con una mayor frecuencia y duracion de
las hospitalizaciones, asi como con incrementos significativos en la morbilidad y mortalidad,
consolidando a la RAM como una de las denominadas “pandemias silenciosas” del siglo
XXI. Proyecciones epidemioldgicas indican que, en ausencia de medidas efectivas de
control, la RAM podria convertirse hacia el afio 2050 en la principal causa de muerte a nivel
global, superando a patologias como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes, con un impacto econémico de magnitud considerable sobre los sistemas de salud

y la economia mundial >!%-2628-32

El desarrollo y la propagacion de la RAM responden a multiples factores
interrelacionados. Entre los mas relevantes se encuentran el uso excesivo e indiscriminado
de ATBs en la practica clinica, frecuentemente asociado a prescripciones empiricas
innecesarias o a la presion ejercida por los pacientes para obtener tratamientos inmediatos,
incluso frente a infecciones de origen no bacteriano®*? 3>, Asimismo, el uso inapropiado de
ATBs (ya sea por una eleccion incorrecta del farmaco, una dosificacion inadecuada o la
interrupcion prematura de los esquemas terapéuticos) conduce a la generacion de
concentraciones subinhibitorias que favorecen la seleccion de mutaciones, alteraciones en la
expresion geénica y la consecuente aparicion de cepas resistentes. Se ha reportado que entre
el 30 % y el 50 % de las prescripciones de ATBs presentan errores en la indicacion, el agente
seleccionado o la duracion del tratamiento; y que hasta un 60 % de los ATBs administrados
en unidades de cuidados intensivos resultan innecesarios o suboptimos.’® Otro factor
determinante es el uso extensivo de ATBs en el &mbito agropecuario, particularmente como
promotores de crecimiento en animales destinados al consumo humano. Esta practica
favorece la seleccion de bacterias resistentes que pueden ser transmitidas a los humanos a
través de la cadena alimentaria, contribuyendo a la diseminacion de la RAM en la poblacion
general.* Finalmente, la disponibilidad limitada de nuevos ATBs agrava esta problemética.
El desarrollo de estos farmacos se ha visto fuertemente restringido por barreras econdomicas

y regulatorias, dado que su uso es generalmente de corta duraciéon y menos rentable en
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comparacion con medicamentos como los destinados al tratamiento de enfermedades
cronicas. En consecuencia, los nuevos ATBs suelen reservarse como terapias de “ultima
linea”, lo que reduce ain méas las opciones disponibles frente a infecciones causadas por

patogenos multirresistentes.>>2-3

2.2. S.aureus como ejemplo representativo de bacterias Gram positivas

S. aureus es una bacteria Gram positiva de pequefio tamafio y morfologia esférica
(comunmente denominado coco) con un didmetro aproximado de 1 um, que se caracteriza
por su disposicion en racimos celulares semejantes a un racimo de uvas. Se considera uno
de los principales agentes etiologicos de infecciones en humanos. Su patogenicidad se debe
tanto a su gran habilidad de adaptarse a las diversas condiciones ambientales como a la
expresion de multiples factores de virulencia (toxinas, adhesinas, proteinas de superficie,
etc.). Estos factores cumplen una doble funcion: por un lado, permiten que la bacteria
sobreviva a ambientes inhdspitos y por el otro, favorecen la propagacion de la misma por los
tejidos del huésped al que infecta.>3”® S. aureus es uno de los patégenos oportunistas més
conocidos, causando muchas enfermedades diferentes que van desde infecciones
relativamente leves de la piel y los tejidos blandos hasta enfermedades potencialmente
mortales como neumonia y endocarditis. El comportamiento invasivo de S. aureus a menudo
se desencadena por lesiones o intervenciones médicas, donde la funcién de barrera de las

células o tejidos del huésped se encuentra comprometida.>*4°

Desde el punto de vista estructural, S. aureus constituye un ejemplo representativo
de las bacterias Gram positivas. Las cuales se caracterizan por la presencia de una pared
celular gruesa que rodea la membrana plasmadtica y desempefia un papel esencial en el
mantenimiento de la forma celular, la integridad estructural, la viabilidad y la proteccion
frente al estrés osmotico. En S. aureus, la pared celular presenta un espesor aproximado de
entre 20 y 80 nm y estd compuesta por multiples capas de peptidoglicano altamente
reticulado, que constituye el componente estructural predominante. Asociados a esta matriz
se encuentran los 4cidos teicoicos y lipoteicoicos, polimeros anionicos que anclan la pared
celular a la membrana plasmatica y son los principales responsables de la carga superficial
negativa caracteristica de esta bacteria. Estos polimeros cumplen ademads funciones clave en

la patogénesis, incluyendo la adhesion a células y tejidos del huésped, la formacion de
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biopeliculas y el desarrollo de resistencia a los antibi6ticos.”*3*° A diferencia de las bacterias
Gram negativas, la pared celular de las Gram positivas presenta un cierto grado de porosidad,

lo que permite el paso de pequefias moléculas a través de su estructura.*®*!

En la Figura 2A se esquematiza la organizacion tipica de la pared celular y la
membrana plasmatica de una bacteria Gram positiva, destacando los principales
componentes estructurales responsables de sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. En
la figura 2B se muestra la estructura quimica de los acidos teicoicos y lipoteicoicos, los
cuales estan conformados por el mismo esqueleto carbonado y difieren en el sitio de anclaje,
que puede localizarse en el peptidoglicano de la pared o en un fosfolipido de la membrana

plasmatica, respectivamente.*>*
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Figura 2. Estructura externa de una bacteria Grampositiva. A: esquema de la

membrana plasmatica y pared celular. B: estructura quimica de los acidos teicoicos y

lipoteicoicos.

La resistencia de MRSA esta estrechamente relacionada con su capacidad de

formacion de biofilms, lo que implica multiples mecanismos entre ellos la restriccion

nutricional, barrera osmética y procesos asociados al guorum sensing. Cuando MRSA forma
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un biofilm, su contacto directo con el tejido del huésped se reduce, disminuyendo la
respuesta inflamatoria y permitiendo que las bacterias sobrevivan en el cuerpo y produzcan
una infeccion cronica. La formacion de biofilms produce una resistencia natural a multiples
antibioticos, lo que le permite sobrevivir en una variedad de entornos de supervivencia
deficiente, que son dificiles de eliminar y pueden conducir a la persistencia o recurrencia de

la infeccion.**

2.3. Biofilms: complejas comunidades microbianas organizadas

Desde finales de los afios setenta, a partir del trabajo pionero de Bill Costerton y
colaboradores, quienes introdujeron en 1978 una de las primeras definiciones formales del
concepto de biofilm, el estudio de estas comunidades ha adquirido creciente relevancia.*’ En
la actualidad, se conoce ampliamente que la mayoria de los microorganismos presentes en
la naturaleza no existen comunmente como células individuales en suspension, sino que se
organizan en comunidades microbianas adheridas a superficies, integradas en ecosistemas
altamente estructurados. La percepcion y el entendimiento de estas comunidades han
evolucionado de manera significativa durante las tltimas cuatro décadas, impulsados por el
desarrollo de nuevas tecnologias de imagen, métodos bioquimicos y herramientas de
biologia molecular aplicadas a la caracterizacion integral de la arquitectura tridimensional
de los biofilms, asi como un andlisis detallado de su organizacion estructural y funcional

hasta la escala nanométrica.*¢*’

En términos generales, un biofilm se define como un consorcio de microorganismos
en el que las células se encuentran adheridas entre si y a una superficie, que puede ser tanto
biotica como abiotica. La formacion de biofilms representa una estrategia adaptativa natural
frente a condiciones ambientales adversas, y se estima que mas del 90 % de los
microorganismos conocidos son capaces de desarrollarlos cuando las condiciones son
adecuadas, incluyendo cepas de S. aureus tanto sensibles como resistentes a
antibidticos.>!** Estas estructuras complejas cumplen una funcién protectora fundamental,
ya que confieren a las bacterias una mayor tolerancia frente a la accion de los antibioticos y
a la respuesta del sistema inmune del huésped, mediante la accion combinada de la matriz
extracelular y la liberacion de moléculas sefializadoras que modulan la respuesta celular y

colectiva del biofilm.*
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2.3.1. Formacion de un biofilm

La formacién de un biofilm es un proceso dindmico que se desarrolla en cuatro

etapas, las cuales se esquematizan en la figura 3 y se describen a continuacion.>! 14448

1. Adhesién

El proceso de formacion del biofilm se inicia cuando una bacteria entra en contacto
con una superficie adecuada y establece interacciones iniciales mediadas por proteinas de su
envoltura celular. Una vez adheridas, las células comienzan a proliferar y a emitir sefiales
quimicas que facilitan el reclutamiento de bacterias vecinas, dando inicio a las siguientes
etapas. En el caso de bacterias carentes de organulos motores, como S. aureus, la
colonizacion de superficies depende en mayor medida de las propiedades fisicoquimicas de
la superficie y de las condiciones hidrodinamicas del medio circundante (debido a que no

presentan estructuras motoras como fimbrias y flagelos), que influyen en la adhesion celular.

2. Formacién de microcolonias

Tras la adhesion inicial de bacterias individuales, se produce un incremento
significativo en la multiplicacion y agrupamiento celular donde las bacterias interaccionan
entre si, dando lugar a la formacién de estructuras multicelulares denominadas
microcolonias. Durante esta etapa, las bacterias comienzan a sintetizar y excretar los
componentes de la matriz de EPS, que progresivamente envuelve a las células en
crecimiento. La estrecha proximidad entre las bacterias dentro de las microcolonias resulta
fundamental para las etapas posteriores, ya que facilita una comunicacion intercelular
eficiente y una coordinacion metabdlica que favorece la transicion hacia una comunidad

microbiana mas organizada y funcional
3. Maduracion

A medida que aumenta el nimero de células y se acumula la matriz extracelular, el
biofilm adquiere una arquitectura tridimensional cada vez mas compleja y estable. La matriz
de EPS desempena un papel central en esta etapa, ya que proporciona soporte estructural a
la comunidad microbiana y actlia como una barrera protectora frente a agresiones mecanicas

y ambientales. En los biofilms maduros las bacterias ocupan aproximadamente un tercio del
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biofilm mientras que el resto corresponde a la matriz de EPS la cual forma una red de canales
y poros por donde circulan agua, nutrientes y productos de desechos. Estos canales funcionan
como un sistema de transporte interno esencial para la viabilidad de las células localizadas
en las regiones mas profundas del biofilm. El tiempo requerido para alcanzar la maduracion
varia segun la especie bacteriana y las condiciones ambientales, pudiendo oscilar entre horas
y varios dias, y depende de factores como la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y

el pH del medio.

4, Dispersidn

La dispersion es la ultima fase del ciclo de formacion del biofilm, y consiste en la
liberacion de una fraccion de las células hacia el entorno circundante, permitiendo la
colonizacion de nuevas superficies. Este proceso puede ser desencadenado por diversos
factores, entre ellos el agotamiento de nutrientes, variaciones en los niveles de oxigeno,
acumulacion de productos de desecho, sefiales quimicas internas y cambios en la dindmica
del flujo del medio. Un elemento crucial de esta etapa es la disminucion en la produccion
del EPS, lo que lleva a un debilitamiento de la matriz del biofilm. A su vez, las bacterias
expresan enzimas especificas capaces de degradar los componentes de la matriz
promoviendo la dispersion celular, lo que permite colonizar nuevas superficies e inicial el

ciclo de formacidon en un nuevo entorno.
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Figura 3. Etapas de formacion de un biofilm

2.3.2. Componentes de la matriz extracelular del biofilm

La matriz extracelular del biofilm constituye una estructura altamente organizada y
dindmica conformada por diversas biomoléculas entre las cuales se incluyen polisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos como el ADN, lipidos, lipoproteinas, proteinas y moléculas
involucradas en quorum sensing.>''!* En la figura 4 se esquematizan los principales

componentes que componen a la matriz extracelular del biofilm.
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Desde el punto de vista funcional, la matriz del biofilm proporciona soporte
estructural y proteccion a las células que integran la comunidad microbiana. Entre sus
principales funciones estd mejorar la adhesion celular, el secuestro y la retencion de
nutrientes, asi como la proteccion de las bacterias de agresiones externas. Asimismo, la
matriz desempena un papel dual en la dindmica del biofilm: por un lado, favorece la
estabilidad estructural y la adhesion a superficies (procesos criticos durante las etapas de
formacidon y mantenimiento del biofilm) y, por otro, participa activamente en los procesos
de migracién bacteriana y dispersion celular, contribuyendo a la expansion de la

comunidad.'!

Debido a su crecimiento tridimensional, los biofilms requieren de canales y poros

que permitan la difusion del agua, nutrientes y metabolitos a lo largo de toda la estructura
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microbiana. El tamafio y la morfologia de los canales estan regulados por la densidad del
EPS, que conforma una red heterogénea de poros con dimensiones variables. Se ha reportado
que el tamafo de poro en biofilms puede oscilar aproximadamente entre ~10 nm hasta ~100
pum, aunque predominan los poros de menor tamafio.!!3#%% Estas caracteristicas
estructurales resultan especialmente relevantes en el disefio de estrategias terapéuticas
basadas en nanoparticulas, ya que su capacidad de penetracion depende criticamente de sus
dimensiones. En este sentido, se ha propuesto en general que nanoparticulas con tamafios de

~ 5 nm presentan una infiltracion mas eficiente a lo largo de la matriz del biofilm.>!

2.3.3. Dificultades en la erradicacién de biofilms

Los biofilms representan un desafio critico en el tratamiento de enfermedades
bacterianas debido a su estrecha vinculaciéon con la patogenicidad microbiana y la
disminucion de la eficacia de los ATBs.!**? Estas comunidades estructuradas participan de
manera determinante en infecciones asociadas a dispositivos médicos (como catéteres
urinarios, implantes oculares y protesis articulares) asi como en patologias cronicas tales
como trastornos periodontales y rinosinusitis.!'**> En particular, los biofilms formados por S.
aureus presentan una marcada capacidad de colonizar superficies biomédicas implantables,
favoreciendo infecciones persistentes y recurrentes.'!”* Una vez formados, resultan
extremadamente dificiles de erradicar, lo que contribuye a su elevada carga clinica. Se estima
que los biofilms estan implicados en aproximadamente el 80 % de las infecciones
persistentes y de dificil tratamiento, asociandose con hasta un milléon de muertes anuales, lo

que subraya su impacto sanitario global.>!!:13

La elevada tolerancia de los biofilms a los ATBs puede explicarse por al menos tres
mecanismos principales. En primer lugar, la penetracion lenta o restringida de los ATBs
limita la concentracion efectiva del farmaco a lo largo de toda la estructura del biofilm. En
segundo lugar, la presencia de subpoblaciones bacterianas con fenotipo resistente, lo que
contribuye a la persistencia de la infeccion. En tercer lugar, la heterogeneidad metabolica
dentro del biofilm genera nichos celulares con limitacion de nutrientes y estados de
crecimiento diferentes entre las bacterias que se encuentran alli, haciendo que muchas

bacterias presenten menor susceptibilidad a los antibioticos convencionales.>!!:13:3%:52:54.55
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A causa de estos antecedentes, el desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas a
la antibioticoterapia convencional frente a biofilms se considera una prioridad.’® %
Idealmente, los nuevos tratamientos deben ejercer efectos sostenidos en el tiempo y actuar
simultdneamente sobre multiples dianas microbianas, reduciendo asi la probabilidad de
seleccion de resistencia y aumentando la eficacia terapéutica.’>®® En respuesta a las

limitaciones inherentes al uso prolongado de ATBs, surge la PDI como una estrategia

prometedora para el tratamiento de infecciones asociadas a biofilms.

2.4. Glioblastoma, incidencia y pronostico

El GBM es el tumor cerebral maligno primario mas frecuente y agresivo en adultos,
y representa aproximadamente el 45-50 % de todos los gliomas diagnosticados en esta
poblacion.t®t De acuerdo con la clasificacion de la WHO, el glioblastoma corresponde a un
astrocitoma de grado IV, caracterizado por un comportamiento altamente infiltrativo,
invasivo y resistente al tratamiento.'®%° Su incidencia varia segun la region geografica, con
valores reportados entre 3,2 y 5,0 casos por cada 100.000 habitantes por afio, lo que refleja

una importante carga clinica y social a nivel global.®4-

Desde el punto de vista clinico, el GBM continda siendo una neoplasia con un
prondstico extremadamente desfavorable. A pesar de los avances en el diagndstico por
imagen, la caracterizacion molecular y la implementacion de un abordaje terapéutico
multimodal que incluye reseccién quirdrgica del tumor, seguida de radioterapia y
quimioterapia con temozolomida, la supervivencia global de los pacientes se sitla entre 14
y 18 meses, y la tasa de supervivencia a cinco afios rara vez supera el 5 — 7 %. 172021 En
ausencia de tratamiento, la supervivencia se reduce drasticamente a aproximadamente 6 — 9

meses tras el diagndstico.®’

La recurrencia tumoral es practicamente inevitable y constituye uno de los
principales desafios clinicos del GBM, ya que la mayoria de los pacientes presentan recaidas
dentro de los primeros 8 — 9 meses posteriores al diagndstico inicial.%'° Este fenomeno se
atribuye a mudltiples factores interrelacionados, entre los que se incluyen la marcada
heterogeneidad intratumoral, la presencia de células madre de GBM con capacidad de

autorrenovacion, la activacion de mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida a los
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tratamientos citotoxicos, y la limitada penetracion de los farmacos a través de la barrera
hematoencefalica (BHE).1""%72

La BHE constituye una barrera critica para la eficacia terapéutica en el GBM.
Aunque se encuentra alterada de forma heterogénea, dicha disrupcion no permite una
distribucion homogénea y eficaz de los agentes quimioterapéuticos en todo el volumen
tumoral, lo que reduce significativamente la exposicion efectiva de las células malignas a
los tratamientos disponibles.”? En consecuencia, la eficacia clinica de farmacos utilizados
habitualmente para esta patologia como la temozolomida o la carmustina continla siendo

limitada.

A pesar de décadas de investigacion intensiva, la morbilidad y mortalidad asociadas
a los tumores cerebrales, en particular al GBM, han aumentado de manera sostenida en los
ultimos afios.” La progresiva pérdida de calidad de vida de los pacientes refuerza la urgencia
de identificar nuevas estrategias terapéuticas capaces de mejorar la eficacia del tratamiento

estandar.?!

En un contexto mas amplio, el cancer es una patologia que se caracteriza por la
proliferacion descontrolada de células como consecuencia de diferentes alteraciones
genéticas y epigenéticas que conducen, entre otros procesos, a una reprogramacion del
metabolismo celular normal. Dentro de estas alteraciones celulares, una muy relevante es la
sobreexpresion de GLUT en la membrana plasmatica. Esta alteracion genética facilita el
ingreso de elevadas cantidades de dicho carbohidrato para ser utilizado tanto en condiciones
normoxicas como hipoxicas. La sobreexpresion de los GLUT esta presente en multiples tipos
de cancer y es un reflejo de la dependencia de esta fuente de energia para sostener el rapido
crecimiento y su particular supervivencia en entornos hipdxicos (fendmeno conocido como
el efecto Warburg). La sobreexpresion de estos transportadores se correlaciona con una
mayor agresividad tumoral, resistencia a los tratamientos convencionales y en consecuencia

con un peor prondstico clinico.”* 7

En particular, en el GBM, se sobreexpresan principalmente dos GLUT: el GLUT]I
facilita la captacion de glucosa en condiciones de hipoxia, mientras que GLUT3 contribuye
ala agresividad y la resistencia terapéutica de las células tumorales.”® " Esta sobreexpresion,
aunque confiere ventajas metabolicas al tumor, también representa una oportunidad

terapéutica, ya que los GLUT pueden actuar como dianas de reconocimiento para sistemas
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nanoparticulados. En este sentido, el disefio de nanoparticulas funcionalizadas con ligandos
de glucosa o analogos permite aprovechar la alta densidad de GLUT en la membrana de la
célula tumoral, facilitando una internalizacion mas eficiente y selectiva de farmacos en

células tumorales, lo que abre nuevas vias para terapias mas especificas.”*81-%,

2.5. Inactivacion fotodinamica microbiana y terapia fotodindmica contra el cancer

La PDI y TFD constituyen estrategias terapéuticas emergentes que combinas
procesos fotofisicos y fotoquimicos desencadenando un intenso estrés oxidativo capaz de
provocar la muerte celular tanto de patdgenos bacterianos como de células tumorales. 8
La técnica se basa en la administracion de un PS que, tras su irradiacion con luz a una
longitud de onda adecuada, alcanza un estado excitado desde el cual transfiere energia al
oxigeno molecular, generando radicales libres y distintas ROS.>12:44:52:35:89-92 Bgtag ROS, son
moléculas extremadamente reactivas y su aumento considerable en un corto periodo de
tiempo provoca un fuerte estallido oxidativo que ocasiona dafio irreversible en multiples

estructuras celulares comprometiendo de manera simultanea la integridad y viabilidad

celular.>*

En el ambito de los microorganismos, la PDI ha demostrado una elevada eficacia
para tratar distintos tipos de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo cepas
multirresistentes y comunidades organizadas como son los biofilms.>*%%- En este tipo
de sistemas, las ROS producidas inducen un dafio estructural considerable sobre los distintos
componentes que conforman a la matriz de EPS y a las envolturas bacterianas. El caracter
multidiana del dafio oxidativo reduce significativamente la probabilidad de desarrollo de
resistencia bacteriana, constituyendo una ventaja relevante frente a la antibioticoterapia

convencional >>%6%7

En el campo oncologico, la TFD se ha consolidado como una alternativa terapéutica
minimamente invasiva para el tratamiento de diversos tumores solidos, ya sea como terapia
primaria como adyuvante de los tratamientos convencionales.”®* En células tumorales, las
ROS generadas tras la activacion del PS pueden desencadenar apoptosis, necrosis o autofagia
y muerte celular inmunogénica; dependiendo del tipo celular, la localizacion subcelular del

PS, la dosis de luz administrada y el estado metabélico del tumor.'1%2 Ademas del efecto
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citotoxico directo, la TFD puede inducir dafio vascular tumoral y estimular respuestas
inmunologicas antitumorales, contribuyendo al control local del tumor alterandolo y
contribuyendo al colapso del tejido neoplasico.”® Ademas, la PDT se asocia con efectos
secundarios leves y puede administrarse repetidamente segun la condicion clinica del

paciente.!®

Una caracteristica central de las fototerapias, es su naturaleza localizada. La
necesidad de la coincidencia espacial y temporal de PS, luz y O, restringe el efecto
fotodinamico al area irradiada. Asimismo, la corta vida media y el alcance limitado de las
ROS minimizan el dafio a tejidos circundantes, contribuyendo a un perfil de seguridad
favorable.?>~%1% Entre las principales ventajas de esta terapia se destacan: (i) su mecanismo

de accion rapido y multidiana. 229697101 (ii) sy amplio espectro de accion.®>7-98:100:103 (jjj)

la baja probabilidad de inducir resistencia debido al dafio oxidativo inespecifico.>%:10%106
(iv) su compatibilidad con sistemas nanoestructurados, que permiten optimizar la captacion

de luz, la selectividad bioldgica y la penetracion en biofilms o tejidos tumorales.>?>>107

2.5.1. Especies reactivas de oxigeno

Como se menciond anteriormente, las ROS son moléculas altamente reactivas y con
tiempos de vida media muy cortos. Las ROS forman parte de todos los procesos biologicos,
ya que se obtienen como un subproducto natural del metabolismo aerdbico celular. Estas
especies desempenan un doble papel en las células. Son necesarias para el mantenimiento
de las funciones fisioldgicas normales como, por ejemplo: sefializacion celular, metabolismo
energético, proliferacion de las células madre mediante la estimulacion de proteinas
especificas, transduccion de sefiales y la defensa frente a agentes exdgenos. Pero también se
asocian a menudo con el estrés oxidativo cuando, en determinadas situaciones, se produce
una cantidad de ROS excesiva que supera en gran medida la capacidad antioxidante propia
de la célula. Un desbalance hacia la mayor produccién de ROS es critico, porque al ser
moléculas altamente reactivas, pueden atacar en simultaneo los componentes funcionales y

estructurales de una célula desencadenando la muerte celular.”-3-%108.109

Las ROS son especies radicalarias o no radicalarias derivadas del oxigeno
caracterizadas por una reactividad quimica mayor que la del O, en estado fundamental, y que
participan activamente en reacciones de oxidacion —reduccion. El Oz contiene dos electrones
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desapareados con configuraciones de espin paralelas en su capa externa. Debido a esta
restriccion de espin, se produce una reaccion redox de un electron con otros atomos o
moléculas, lo que da lugar a varios intermediarios altamente reactivos, como el anion
superoxido (02™), peroxido de hidrogeno (H20»), radical hidroxilo (OH").>? Debido a su alta
reactividad, los radicales libres pueden extraer electrones de otros compuestos para lograr
estabilizarse. La molécula atacada pierde asi su electron y se convierte en un radical libre,
comenzando una reaccién en cadena en cascada que termina afectando a la integridad

celular.>>'10

Por otro lado, el O puede ser excitado electronicamente para producir '0,.3%10-111

El 'O, demuestra una reactividad notable hacia compuestos organicos ricos en electrones,
incluidas moléculas aromaticas policiclicas o alquenos. Varias moléculas bioldgicas también
presentan sitios susceptibles de interaccion con 'Oz, como bases purinicas en el ADN, acidos
grasos poliinsaturados y aminoacidos especificos como triptdéfano, tirosina, histidina,
metionina y cisteina.”®!!% E1 10, produce la oxidacién de 4cidos grasos insaturados, acidos
nucleicos, proteinas y membranas mitocondriales, provocando asi la muerte celular. De todas
las especies reactivas, el 'Oz se considera el mas relevante por ser la especie mas reactiva de
todas 211012y en consecuencia de su elevada reactividad presenta un tiempo de vida

3 estimaron

corto, el cual depende del medio en el que se encuentre. Ogilby y colaboradores
un coeficiente de difusion del !O; intracelular en el rango ~2 —4x10 cm? s, lo que significa
que el dominio espacial de la actividad intracelular del 'Oz probablemente tendra un radio

esférico de ~100 nm.

El estrés oxidativo es la causa de muchas enfermedades como Alzheimer, Parkinson,
artritis reumatoides, etc. La alta reactividad quimica y su capacidad de oxidar de manera
inespecifica distintos componentes celulares, hacen de las ROS un arma potencialmente
eficiente para el tratamiento de enfermedades que se caracterizan por una proliferacion
patologica de células como el céncer o una infeccion microbiana.”®!%%1% Debido a estos
efectos, se las considera como una terapia alternativa novedosa para el tratamiento de
bacterias resistentes a ATB.728%104114 Eq importante combinar la PDI con un enfoque que
permita, simultaneamente, la union del PS al EPS y su permeabilizacién a través de la matriz
extracelular para alcanzar las células mas profundas de la biopelicula, lo que facilita la accion

eficiente de ROS.>?
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2.5.2. Fotosensibilizadores

Cuando el PS es irradiado en un rango espectral adecuado (idealmente centrado en
el maximo de absorcion de esa molécula) se induce su transicion hacia estados electronicos
de energia elevados, lo que puede resultar en la posterior formacion de ROS como se

describe a continuacién y se esquematiza en la figura 5.

En su estado electronico fundamental singlete (So), el PS presenta una configuracion
electronica estable caracterizada por electrones apareados en los orbitales moleculares de
menor energia. Cuando la molécula absorbe radiacion electromagnética, se produce una
transicion electronica que promueve a un electron a un orbital de mayor energia, generando
el primer estado electronico excitado singlete (S1). Esta transicion implica un cambio en la
configuracién electrénica de la molécula, la cual es una redistribucion electronica asociada
a un nuevo estado energético. Desde el estado Si, la molécula puede retornar al estado
fundamental mediante emisién radiativa (fluorescencia) o bien desactivarse a traves de
procesos no radiativos. Alternativamente, puede ocurrir un cruce intersistema (ISC), que
consiste en proceso no radiativo mediante el cual la molécula pasa desde S al primer estado
excitado triplete (T1). Aunque esta transicion implica un cambio en la multiplicidad de espin
y estd formalmente prohibida por las reglas de seleccion, puede tener lugar debido al
acoplamiento espin — oOrbita, que mezcla estados de diferente multiplicidad y aumenta la
probabilidad de ISC. La eficiencia del ISC y el tiempo de vida del estado T1 son factores
criticos para la generacion de ROS, ya que los estados triplete suelen presentar tiempos de
vida significativamente mayores que los estados singlete excitados, favoreciendo
interacciones bimoleculares con el O2. Una vez que el PS se encuentra en el estado T1, puede
retornar al estado fundamental mediante emision radiativa (fosforescencia) o participar en

procesos de fotosensibilizacion que conducen a la formacion de ROS.

En el mecanismo de fotosensibilizacion Tipo I, el estado triplete del PS reacciona
con sustratos en el medio (incluido el O2) mediante transferencia de electrones o de &tomos
de hidrégeno, generando iones radicales y radicales libres como Oz, *OH y especies
derivadas como H20.. Este mecanismo puede operar incluso en condiciones de baja
concentracion de oxigeno y suele asociarse con dafio oxidativo en componentes celulares,
particularmente en membranas lipidicas. En el mecanismo de fotosensibilizacion Tipo 1, el
PS en estado T transfiere energia electronicamente al O en su estado fundamental triplete
(302), promoviendo su conversion a *0,. La eficiencia de este proceso depende tanto del
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rendimiento cuantico del estado triplete como de la concentracion de oxigeno disponible en
el medio. Como se menciond anteriormente, el O, es altamente reactivo y puede inducir
peroxidacion lipidica, oxidacién de proteinas y dafio en acidos nucleicos, desencadenando
procesos que culminan en la inactivacion celular o microbiana. Los mecanismos Tipo | y
Tipo Il compiten entre si y la predominacién de uno u otro depende de las propiedades
estructurales del fotosensibilizador (por ejemplo, factores que modulan el acoplamiento
espin — orbita y la eficiencia del 1SC), asi como de las condiciones del entorno, incluyendo

la disponibilidad del 02 y la naturaleza del microambiente
molecular 12,52,55,89,94,97,104,105,111,112,115
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Figura 5. diagrama de jablonski. Las lineas continuas indican procesos radiativos
y las punteadas procesos no radiativos. VR: relajacion vibracional, IC: conversion interna,

ISC: cruce entre sistemas.

25.2.1. Clasificacion de fotosensibilizadores
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En fototerapias, los PS se clasifican tradicionalmente en tres generaciones, en
funcién de su desarrollo temporal teniendo en cuenta la evolucion estructural, optimizacion

fotofisica y mejora en el desempefio terapéutico,>94107.116-118

1. Fotosensibilizadores de primera generacion

Fueron desarrollados en la década de 1970 y estdn constituidos por porfirinas
naturales y sus derivados. Estas moléculas representaron un avance significativo en los
inicios de las fototerapias, pero su aplicacion evidencié diversas limitaciones. Entre las
cuales se destacan la fototoxicidad cutanea prolongada, la presencia de citotoxicidad en
oscuridad y coeficientes de absorcion relativamente bajos en la region que comprende entre
650 — 800 nm. La absorcidn en esta region particularmente relevante en la TFD, dado que
en dicha region se encuentra la ventana Optica bioldgica donde se produce una mayor
penetracion tisular de la luz. No obstante, en el contexto de la PDI, esta limitacion es menos
critica, ya que las infecciones de este tipo tienden a localizarse en tejidos superficiales.
Ejemplos representativos de esta generacion incluyen la hematoporfirina y sus derivados, la

hipericina y la curcumina.

2. Fotosensibilizadores de sequnda generacién

Consisten en compuestos sintéticos disefiados para superar las limitaciones que
presentan los PS de primera generacion. Estos presentan un mayor coeficiente de absorcion
molar por encima de 650 nm, mayores rendimientos cuanticos de formacion de ROS y menor
toxicidad en oscuridad. Dentro de esta categoria se encuentran colorantes cationicos, los
cuales muestran mayor afinidad por las superficies microbianas cargadas negativamente,
incrementando su eficacia antimicrobiana. Entre los ejemplos mas relevantes se encuentran
las ftalocianinas, clorinas, benzoporfirinas, azul de metileno, azul de toluidina y diversos

derivados de borodipirrometeno (BODIPY).

3. Fotosensibilizadores de tercera generacion

Se obtienen a partir de la modificacion estructural o formulacion avanzada de PS de
segunda generacion con el objetivo de mejorar su selectividad, biodistribucion y
acumulacién preferencial en el sitio a tratar. Lo cual permite reducir la dosis de PS utilizado

y minimizar la toxicidad en oscuridad mejorando en consecuencia la eficiencia de la
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fototerapia. Estas estrategias incluyen la conjugacion con moléculas diana (como
anticuerpos, péptidos y carbohidratos) y la encapsulacion en sistemas de liberacion

controlada, tales como micelas, liposomas y nanoparticulas.

2.5.2.2. Porfirinas

Entre los distintos PS que se pueden utilizar para PDI, las porfirinas cumplen un
papel relevante por ser de las mas antiguas y ampliamente utilizadas. Dichas moléculas estan
compuestas por un anillo macrociclico aromatico con cuatro residuos tipo pirrol. En su
estructura tipicamente presentan 26 electrones m, de los cuales 18 electrones forman parte de
un sistema © conjugado aromatico. Poseen fuertes bandas de absorcion alrededor de los 400
nm (banda Soret) y bandas de absorcion més débiles entre 500 y 800 nm (bandas
Q).105115.119.120 Betos PS exhiben ®a elevados actuando entonces predominantemente de
acuerdo con el mecanismo de Tipo II .'>°>!2! En la figura 6 se muestran dos ejemplos de
porfirinas metaladas con atomos pesados: octaetilporfirina de platino (PtOEP) y Pt (II)

meso-tetra(4-carboxifenil) porfirina (Pt-TCPP):

/ s 0 OH\
PtOEP O Q

O o)

K OH Pt-TCPP| HO /

Figura 6. Ejemplos de porfirinas utilizadas como PS.

Los PS de este tipo presentan varias limitaciones, entre ellas fotoblanqueo
significativo, citotoxicidad en oscuridad, susceptibilidad variable entre distintas cepas® y

baja solubilidad en medios acuosos. De todas las limitantes, las mas relevantes son el
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fotoblanqueo (proceso que implica la degradacion de las moléculas tras cierto tiempo de
exposicion a la luz) y la baja solubilidad en medios acuosos y fisiologicos que favorece la
agregacion molecular en estos entornos. La agregacion tiene un doble efecto adverso:
dificulta su biodisponibilidad comprometiendo sus propiedades fotodindmicas. En conjunto,
ambos efectos  disminuyen  significativamente  la  eficiencia de  las

fototerapias 44,55,89,90,94,104,105,115

Por otro lado, para que un PS sea adecuado para fototerapias debe cumplir con ciertos

requerimientos%*”’55>96’97’1 12,1 15:

+ Absorber eficientemente radiacion electromagnética, es decir, poseer altos
coeficientes de absorcion.

+ Tener un pequefio tamarfio para facilitar la adsorcion a la bacteria (un pequefio tamafio
y amplia superficie de contacto permite una mejor internalizacion por las membranas
celulares) y difusion dentro del biofilm.1%

+ Poseer un atomo pesado para favorecer la formacion de estados tripletes de larga
duracion (efecto del &tomo pesado) y en consecuencia la generacion O, con altos
rendimientos cuénticos.

+ Buena resistencia a la transformacion para que la molécula sea estable, es decir un
bajo rendimiento cuantico de fotoblanqueo. Asi, una misma molécula puede
participar de un gran namero ciclos de fotoexcitacion y formacion de ROS antes de
tornarse inactiva.

+ En particular para PDI, poseer una significativa densidad de carga positiva para
favorecer la interaccion electrostatica con las membranas bacterianas que poseen
carga negativa. Los PS con carga positiva muestran excelentes efectos letales
fotoinducidos sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas debido a la fuerte
interaccion electrostatica entre las superficies bacterianas y los PS.

+ En particular para TFD, poseer un perfil de biodistribucion adecuada beneficiado por
el efecto de permeacion y retencion (EPR) y facil eliminacion para evitar su
acumulacién en 6rganos vitales y generar toxicidad a largo plazo (como inflamacién
cronica o alteracion del funcionamiento normal de los 6rganos).??

+ Poseer elevada solubilidad o estabilidad coloidal en medios acuosos.

Con el fin de superar las limitaciones de los PS de primera y segunda generacion y

cumplir con los requisitos necesarios para obtener una elevada eficiencia terapéutica en las
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fototerapias, surge el desarrollo de PS de tercera generacion basados en NPCs. Estas no solo
actiian como sistemas transportadores de porfirinas, sino que también pueden funcionar
como PS per se, amplificando la capacidad de generacion de ROS. Estas estrategias se

describen en las siguientes secciones.

2.6. Polimeros conjugados

En las ultimas décadas, los PCs han atraido mucha atencion en el &mbito cientifico y
tecnologico, ya que pueden combinar las mejores caracteristicas de los materiales
semiconductores inorganicos (buenas propiedades eléctricas y Opticas) con las de los
polimeros organicos sintéticos (flexibilidad mecanica, procesamiento simple y bajo
costo).!?*124 En la figura 7 se ejemplifica la estructura quimica de dos PCs derivados del
polifluoreno. Del lado izquierdo se encuentra el poli[(9,9- di-n-octilfluorenil-2,7-diil)-alt-
(benzo[2,1,3]-tiadiazol-4,8-diil)] (F8BT) y del lado derecho se encuentra el PC catidnico
poli[(9,9-bis(60-(N,N,N-trimetilamonio)hexil)-2,7-fluoreno)-alt-2,7  (9,9dioctilfluoreno)]
dibromo (PFN).

Figura 7. Ejemplos de PC.

Los PCs se usaron inicialmente de forma amplia en dispositivos optoelectronicos,
como diodos emisores de luz, células fotovoltaicas y transistores de efecto de campo, debido
a su excelente conductividad y propiedades de absorciéon de luz.!?>!?6 Como se detallara

mas adelante, estudios posteriores revelaron que la estructura m-conjugada de los PCs no
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solo sobresale en aplicaciones optoelectronicas, sino que también estimula la produccion de
elevadas cantidades de ROS a través de la eficiente ET intraparticula (combinada en
ocasiones con transferencia de electrones), una caracteristica muy deseable en las
fototerapias. Este descubrimiento amplidé su aplicacion en esta area terapéutica,

estableciendo a los PCs como PS prometedores para la PDI y TFD. 111,126,127

Debido a su estructura, los PCs presentan multiples propiedades®7-27:93:94.120.128,129.

Poseen una gran capacidad para la captacion de luz

Generalmente presentan elevados rendimientos cuanticos de fluorescencia
Son fotoestables

Son biocompatibles

Poseen una estructura muy variable y modificable

Interaccionan con el O para formar ROS pudiendo ser utilizados como PS

e )

Pueden combinarse facilmente con otros materiales, potenciando asi las propiedades
intrinsecas de cada uno de los materiales individuales gracias a la ocurrencia de

procesos de ET intraparticula.

Los PCs son macromoléculas organicas formadas por una serie de unidades
repetitivas concatenadas entre si por una sucesion de enlaces simples y dobles (o triples)
alternados a lo largo de la cadena. Sin embargo, la conjugacion electronica efectiva
(deslocalizacion de electrones m) se mantiene solo en cortos segmentos (de unas pocas
unidades) de la cadena principal. Dichos segmentos tienen longitud y energia variable
94.130.131 o5 cuales se denominan “cuasi-cromoforos” debido a que estan esencialmente
desacoplados electronicamente 28131327135 ' Agi yuna cadena individual de PC se considera
un sistema multicromoférico. La excitacion electronica en estos materiales (exciton) se
localiza (temporalmente) en los cuasi-cromoforos individuales y se transporta

eficientemente a través del material mediante transferencia de energia (ET) entre cromoforos

VeCIinos.

La capacidad del exciton para difundir a través de las cadenas del PC permite una ET
eficiente hacia un aceptor (como, por ejemplo: un PS).!3¢ Este fenémeno de difusion
excitonica a través de los cromoforos del PC (homo-ET) constituye la base de los procesos
de ET que ocurren en los PCs. A nivel molecular, la ET puede describirse mediante distintos

mecanismos, principalmente los de tipo Forster y Dexter como se explica mas adelante.
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Los procesos de ET ocurren cuando una molécula excitada (donor) regresa al estado
fundamental cediendo su energia a otro compuesto (aceptor). Ese proceso puede ocurrir de
manera radiativa si el aceptor absorbe la luminiscencia emitida por el donor (mecanismo
trivial), o de manera no radiativa si la transferencia de energia se produce mediante
interacciones fisicas entre el donor y el aceptor durante el tiempo de vida del estado excitado

del donor.

A su vez , la ET no radiativa se divide en dos tipos: la transferencia de energia
resonante del tipo Forster (FRET) cuando las interacciones entre el donor y el aceptor se
producen mediante interacciones coulombicas; y la transferencia de energia del tipo Dexter
cuando se produce un solapamiento orbital entre donor y aceptor. En el sistema de NPCs
compuestas por PCs, es el mecanismo de FRET el que adquiere una mayor relevancia. La
desactivacion por FRET, es un mecanismo de largo alcance que opera tipicamente a
distancias entre 1 y 100 nm y su eficiencia depende marcadamente de la separacion espacial
entre donor y aceptor. La velocidad de la transferencia de energia se expresa mediante la
siguiente ecuacion:

krey = %(ﬁf (1)

T
Donde:
r = distancia donor-aceptor

T4 = tiempo de vida del donor en ausencia de transferencia de energia (es decir, tiempo de

vida intrinseco del estado excitado del donor)
R, =radio de Forster del par donor-aceptor

Esto quiere decir que la eficiencia del proceso de FRET depende significativamente
de la separacion espacial entre donor y aceptor como se menciond anteriormente,
disminuyendo de forma inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia. Esta
relacion confiere a FRET una sensibilidad a cambios estructurales o dindmicos en sistemas
moleculares. Para que un proceso de FRET sea eficiente, deben cumplirse ciertas
condiciones: que exista un solapamiento espectral significativo entre el espectro de emision
del donor y el espectro de absorcién del aceptor y que ambos estén ubicados a una

proximidad adecuada (generalmente menor a 10 nm). Ademas, los dipolos de transicion de
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ambas moléculas deben encontrarse en una orientacion favorable. Otra condicidon para un
eficiente proceso de FRET, es un elevado rendimiento cuantico de emision del donor
asegurando que la ET compita eficientemente con otros procesos de desactivacion. Por
ultimo, un indice de refraccion del medio acorde, ya que el mismo favorece la intensidad del
campo dipolar involucrado. '37!*8 Este proceso de ET en los PCs, es un proceso clave que

determina sus propiedades Opticas y electronicas, siendo fundamental para su desempefio en

dispositivos fotonicos, sensores y sistemas biologicos. !24127:13%:140

Mientras que el mecanismo de transferencia

2.7. Nanoparticulas de polimeros conjugados

Las NPCs presentan una clase emergente de materiales a nanoescala
multifuncionales que combinan las propiedades de los PCs y nanoparticulas en general,
definiendo una nueva clase de materiales fotoactivos prometedores. En las ultimas décadas

han captado un gran interés en aplicaciones bioldgicas debido sus propiedades

sobresalientes, combinadas con metodologias de sintesis relativamente simples.?”**!13°,

Entre las principales aplicaciones se incluye su utilizacion como PS para fototerapias

95,141-145 146-148
2

antibacterianas y anticancerigenas , como fotoiniciadores de polimerizacion

transportadores de firmacos y liberacion controlada de los mismos'#, terapia fotodindmica

150-152 153,154

y fototérmica combinada , marcado celular , monitoreo de pardmetros de interés

155,156

biologico , y bioimagen'3¢157158 ' Ademas de las caracteristicas propias de los PCs que

las conforman, las NPCs muestran las siguientes propiedades!?>133-16!:

Poseen diametros normalmente comprendidos entre 10-200 nm
Forman suspensiones estables en medios acuosos

Muestran una baja citotoxicidad intrinseca

R R

Sus propiedades dpticas y fotogquimicas pueden modificarse de forma sencilla
mediante la incorporacion de dopantes moleculares
T Sus propiedades superficiales pueden ser modificadas sencillamente mediante

técnicas de autoensamblado y/o incorporacion de polimeros anfifilicos.

Las NPCs pueden obtenerse a partir de diferentes técnicas, siendo la mas

extensamente utilizada el método de reprecipitacion controlada también llamado
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nanoprecipitacion. En dicho método, el PC se disuelve en un solvente orgénico donde
presenta elevada solubilidad y luego se trasfiere rapidamente a un solvente donde dicho PC
es insoluble (habitualmente agua); ambos solventes deben ser miscibles entre si. La
incorporacion del segundo solvente produce el plegamiento de las cadenas poliméricas sobre
si mismas dando origen a las NPCs.6%125:136.162163 Cop este método, es posible controlar el
tamafio de las NPCs!*%!%! y sus propiedades pueden ajustarse facilmente combinando
diferentes PCs y agregando polimeros surfactantes para modificar su superficie. Para una
NPCs dada, estas propiedades dependen en gran medida de la naturaleza del PC, los
cromoéforos que lo componen, la conformacion y extension de su cadena y el grado de
agregacion. Ademas, las cargas superficiales u otros grupos funcionales de los PCs tienen

un efecto significativo en las propiedades de las NPCs.!?

2.7.1. Dopado de NPCs con porfirinas

En algunos casos, las NPCs suelen estar dopadas con colorantes, particularmente con
porfirinas 4-5%93:93.163-166 E] dopado de las NPCs con porfirinas puede ser volumétrico o
superficial. En el dopado volumétrico, las porfirinas quedan incluidas en el interior de la
matriz polimérica de las NPCs durante el proceso de sintesis. Mientras que en el dopado
superficial, la porfirina es adsorbida a la superficie de las NPCs previamente sintetizada o
unida covalentemente a grupos funcionales que decoran la superficie de las NPCs. En el
grupo de investigacion se ha estudiado detalladamente el sistema de NPCs formadas por el
PC F8BT y dopadas volumétricamente con la porfirina PtOEP, cuyos resultados se
encuentran publicados en el trabajo de Spada y colaboradores 2’ y que tenian como objetivo
incrementar el rendimiento cuantico de 'O». En la figura 8 se esquematiza el mecanismo de
fotoproduccion de esta ROS. En dicha investigacion se concluyé que el F8BT absorbe
fotones (paso 1. Absorcion) poblando su primer estado excitado ('F8BT*) y transfiere
energia con alta eficiencia a la PtOEP (transferencia de energia singlete — singlete tipo Foster
(TE-SS, paso 2)) poblando su primer estado excitado ('"PtOEP*). Como la porfirina esta
metalada, rapidamente genera ISC (paso 3), el *PtOEP*. Pero como el *F8BT* posee menor
energia que *PtOEP* se produce una transferencia de energia triplete — triplete tipo Dexter
(TE-TT, paso 4) desde la PtOEP excitada hacia el F8BT. Finalmente, es el *FSBT* el

encargado de interaccionar con el O para producir 'Oz (paso 5).
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Diagrama de Jablonski para

el sistema NPC:PtOEP
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Figura 8. Diagrama de Jablonski para el sistema de NPC de F8BT dopada con PtOEP
(NPC:PtOEP)

En investigaciones posteriores, se reporto la elevada eficiencia de estas NPC como
PS en PDI de patdgenos resistentes a antibidticos.”>”, en la TFD de células

cancerigenas'?>!*"1% 'y como sonosensibilizadores en sonoterapia contra patdégenos

bacterianos!®*.

Cuando la porfirina y el PC son elegidos apropiadamente, se produce una ET
amplificada intraparticula desde el PC hacia la porfirina, debido a que el PC actiia como
“antena” captando y canalizando la energia de excitacion hacia la porfirina 27:124139.167.168
Este efecto “antena” es un parametro empirico que determina el grado de excitacion
amplificada del dopante (aceptor) cuando se excita al PC (donor).”*!¢” Como se menciono
anteriormente los excitones en la matriz del PC difunden rapida y eficientemente dentro de
la NPC (homo-ET), permitiendo que la excitacion electronica alcance las inmediaciones del

aceptor (independientemente de sus coordenadas iniciales en la NPC) y pueda ser transferida

al mismo (hetero-ET). El mecanismo dominante de estos eventos es FRET**!% el cual se
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detallo previamente. El efecto antena efectivamente produce un aumento en la tasa de
formacion del estado excitado de la porfirina (aceptor), que a su vez resulta
consecuentemente en un aumento el ®a al que se obtendria excitando a la porfirina

directamente. 27-165-169

En la figura 9 se esquematiza el efecto “antena” producido en el sistema de
NPC:PtOEP. En el panel superior se muestra una cadena del PC F8BT y en amarillo se
muestra la estructura de ‘“cuasi-cromoforos” que abarca algunas cadenas poliméricas.
Cuando los “cuasi-cromoforos” se excitan, son capaces de realizar el proceso de homo-ET
(indicada con una flecha verde) a lo largo de toda la cadena polimérica. Este proceso ocurre
también en la NPC pudiendo transportar la energia a lo largo de toda la estructura. En el
panel intermedio se muestran todas las especies excitadas que se pueden encontrar en una
NPC:PtOEP, las cuales son 'PtOEP* en fucsia, *PtOEP* en lila, 'F8BT* en amarillo y
SF8BT* en naranja. Por ultimo, en el panel inferior se muestra el proceso de transferencia
energia desde que se excita el F8BT hasta la produccion del 'Os. En primer lugar, se irradia
la NPC:PtOEP con una fuente de luz que tiene un maximo de emision centrado en 456 nm
donde absorbe exclusivamente el PC. Una vez que se pobld el 'F8BT* se producen procesos
de homo -ET entre distintos excitones a lo largo de la estructura de la particula. En un
segundo paso, se produce un proceso de hetero -ET desde el 'F8BT* hacia el 'PtOEP*,
Como se mencion6 anteriormente, debido a la presencia del &tomo pesado en su estructura,
rapidamente se produce un rapido y completo proceso de ISC desde PtOEP* hasta *PtOEP*
(tercer paso). En el sistema de NPC:PtOEP, se produce un paso adicional (paso 4) de TE,
que va desde *PtOEP* hacia *F8BT*, debido a que éste ultimo estado es de menor energia
que el triplete excitado de la porfirina. Por tltimo, es el *F8BT* el encargo de producir 'O,

mediante un proceso de ET-TT hacia el *0..
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Figura 9. Proceso de ET dentro del sistema de NPC:PtOEP. Panel superior,

descripcion de las estructuras de “cuasi-croméforos” dentro del PC F8BT. Panel

intermedio: descripcion de los estados excitados de todas las especies que participan en el

proceso de ET. Panel inferior: proceso de ET desde que se irradia la NPC:PtOEP hasta que

se produce el '0x.
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2.7.2. Agregado de polimeros estabilizante a las NPC

Debido a la naturaleza organica de los PCs, las NPCs son esencialmente hidrofobicas;
por ello se suelen incorporar polimeros estabilizantes (PEs) en su estructura, los cuales estan
constituidos por moléculas anfifilicas que se ubican espontaneamente en la superficie de las
NPC. La funcién principal de los PEs es aumentar la estabilidad coloidal de las suspensiones
de NPCs en medios con elevada fuerza ionica, los cuales son condiciones comunes en las
aplicaciones biologicas.!**° Ademas, estos polimeros proveen de grupos funcionales
terminales como carboxilo (-COOH) o grupos amino (-NH»), que pueden emplearse
posteriormente como “anclas” para la derivatizacion superficial de las NPCs. Esta

modificacion permite la vectorizacion de las NPCs hacia dianas mas especificas como en el

50,129,170 109,120
3

caso de marcado celular , monitoreo de pardmetros de interés bioldgico

bioimagen y biosensado!?’ y TFD e PDI®0-86-88.93.94.128,129.167 "entre otras.

Un claro ejemplo de PE es el poli(estereno-co-anhidrido maleico) (PSMA) que esta
compuesto por bloques alternos de anhidrido maleico (componente hidrofilico cuando se
hidroliza) y estireno (componente hidrofobico). La estructura del PSMA y su reaccion de
hidrolisis en medio acuoso se muestra en la figura 10. Cuando el PSMA participa como
componente estabilizador de las NPCs, el grupo éster maleico de su estructura se hidroliza
en presencia de agua generando grupos carboxilos. Estos grupos funcionales, le confieren al

PSMA la capacidad de estabilizarse tanto en solventes organicos o acuosos.

PSMA

\J

Figura 10. Reaccion de hidrolisis del PSMA en entornos acuosos.
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En un trabajo publicado por Wu y colaboradores'’! se han reportado los beneficios
de la utilizacion de PSMA en la sintesis de NPCs. En dicho trabajo, el PSMA se disolvid
junto con el PC F8BT, por lo tanto, quedd incluido en la matriz de las NPCs. Los grupos
funcionales -COOH del PSMA quedaron en la superficie de las NPC, disponibles para
conjugaciones posteriores. Dentro del grupo de investigacién donde se desarrolla esta tesis

se ha utilizado ampliamente al PSMA como PE de las NPCs utilizadas en TFD e
PDJ!22.141,145,164.

2.7.3. Modificaciones superficiales de las NPCs

Como se menciond anteriormente, las NPCs pueden modificarse superficialmente
para distintas aplicaciones. En el contexto de esta tesis, dichas modificaciones tienen el
objetivo de favorecer su interaccion con las diversas dianas biologicas y mejorar, en
consecuencia, la eficiencia terapéutica en las fototerapias. La funcionalizaciéon puede

lograrse de dos maneras'>%!72:

+ Funcionalizacion directa:

Este es el método mas conveniente para adicionar moléculas especificas en la
superficie de las NPCs, como por ejemplo anticuerpos o proteinas. Para ello, es necesario
que la superficie de las mismas est¢ coronada con grupos funcionales especificos que
permitan la conjugaciéon. Los grupos méas comunes son los ya mencionados grupos -COOH
y -NH> porque permiten una adicion mediante la formacion de enlaces covalentes amida.
Sin embargo, las principales desventajas de esta estrategia de funcionalizacion radican en

sus procesos de sintesis costosos y laboriosos.

+ Funcionalizacién mediante interaccion de afinidad:

Este enfoque involucra la adsorcion de moléculas a la superficie de las NPCs
mediante un autoensamblado, donde las interacciones electrostaticas y/o hidrofobicas son la
fuerza impulsora de dicha adicion. La interaccion por afinidad se utiliza principalmente para
envolver NPCs desnudas o previamente funcionalizadas con PEs. Si bien esta técnica no es

tan especifica como la funcionalizacion directa, es una metodologia relativamente sencilla
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de realizar y presenta generalmente buenos resultados. Un claro ejemplo es la modificacion
de la carga superficial de las NPCs con el agregado de una envoltura de algin nanomaterial

de carga opuesta .
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Capitulo 3:

MATERIALES Y METODOS
EXPERIMENTALES
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Para la sintesis de todos los tipos de NPC se utilizdé el PC poli[(9,9- di-n-
octilfluorenil-2,7-diil)-alt-(benzo[2,1,3]-tiadiazol-4,8-diil)] (F8BT, peso molecular (PM)
promedio 7000 g/mol, 99,9 % de pureza, CAS: 210347-52-7, American Dye Source Inc.).
Para la sintesis de NPCs con diferentes tamafios se utilizd una solucion de NaCl (grado
analitico, CAS: 7647-14-5, Cicarelli), buffer de 4cido acético/acetato de sodio
(CH3COOH/CH3COONa, grado analitico, Cicarelli) a pH = 4 y 7, buffer fosfato
(KH2PO4/KOH, grado analitico, Cicarelli) a pH = 10 y Tritéon X-100 (T X-100, grado
analitico CAS 12627-38-2, Sigma-Aldrich). Como PE se us6 poli(estireno-co-anhidrido
maleico) (PSMA, 68 % de estireno, PM promedio 1700 g/mol, pureza del 100 %, CAS:
26762-29-8, SigmaAldrich), el polimero Tetronic T-1107® (T-1107, 70 % p/p de poli(6éxido
de etileno) (PEO), peso molecular de 15 kg/mol; contenido de PEO del 70 %; donado por el
profesor Alejandro Sosnik). Y el polimero Tetronic T-1107® funcionalizado con D-(+)-
glucono-1,5-lactona (T-GLU, también donado por Sosnik). Para realizar el dopaje
volumétrico de las NPCs se utilizé octaetilporfirina de Platino (II) (PtOEP, PM 727 g/mol,
95 % de pureza, CAS: 31248-39-2, Frontier Scientific) y para el dopaje superficial la Pt(II)
meso-tetra(4-carboxifenil) porfirina (Pt-TCPP CAS: 94288-45-6, Frontier Scientific, PM:
983.85 g/mol). Para todos los tipos de NPCs del tipo core/shell se utilizé el polimero
conjugado poli[(9,9-bis(3"-(N,N,N-dimetil)-N-etilamonio-propil,2 7-fluoreno-alt-2,7-(9,9-
dioctilfluoreno)) dibromuro (PFN, PM promedio 150000 g/mol, CAS: 889672-99-5, Ossila).
Se utilizaron 6xido de deuterio (D20, 99,9% de pureza, Sigma-Aldrich), eosina Y (99%,
Sigma-Aldrich) para obtener el rendimiento cuéntico de produccién de 'O se utilizé como

referencia Rodamina 6G (Fluka, 98,5% de pureza, CAS: 989-38-8) .

Para la disolver los polimeros se utilizo el solvente tetrahidrofurano (THF, grado
analitico, CAS: 109-99-9, Sintorgan) recientemente destilado, con excepcion del PFN que
se disolvio en metanol anhidro (grado analitico, CAS: 67-56-1, Sintorgan). Se emple6 agua
bidestilada que fue posteriormente purificada por un equipo ELGA PURELAB Classic UV
(~18,2 MQ/cm) que remueve iones, materia organica y material particulado (filtro 0,2 mM)
para la obtencion de agua ultrapura. Para los ensayos de potencial Z se utiliz6 una celda de

capilar delgada (modelo DTS1070, Malvern) y para los ensayos de microscopia electronica
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de transmision (TEM) se utilizaron grillas de cobre (tamafio 300 mesh) sobre un soporte de

formar/carbon (FCF300-CU, Electron Microscopy Sciences).

Para los ensayos de cultivo se utilizé caldo y agar tripteina-soya (TS, Britania), buffer
fosfato salino (PBS) a pH = 7,4 (NaCl 84 %, KCI 2 %, Na,HPO4 12 %, KH2PO4 2 %
Biopack), D-glucosa (Cicarelli), glicerol (Cicarelli), KI (Biopack), cloramina T (Biopack),
acido acético glacial 99,9 % (Cicarelli), Cristal Violeta (CV, British Drug Houses. standard
stains, CAS: 548-62-9), metanol, Azul de tiazolil bromuro de tetrazolio (MTT, Sigma Life
Sciences, CAS:298-93-1), dimetilsulfoxido (DMSO, Cicarelli), Sal sodica de 7-hidroxi-3H-
fenoxazin-3-ona-10-6xido (resazurina, BLDpharm, CAS: 62758-13-8), calcofluor white
(CW, Sigma-Aldrich), reactivo de Bradford (para rango de proteinas de 0,1 a 1,4 mg/mL,
Sigma), albiimina sérica humana (HSA Sigma) de 96 % de pureza. Tanto para el diluir PBS

como para disolver glucosa se utilizé agua destilada estéril.

Para visualizar los cultivos bacterianos mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), se utilizo glutaraldehido (Sigma Aldrich) al 2,5 % para fijar las bacterias. Se
utilizaron vidrios cubreobjetos (Sail Brand), polietilenimina (PEI) al 0,1 % (Sigma Aldrich)
glutaraldehido al 0,5 %. Se prepararon soluciones de etanol (Cicarelli) a distintos porcentajes
y de acetona (Sintorgan). Se utilizaron las sales NaHPO4 y NaH2PO4 (Cicarelli) para
preparar el buffer de lavado (0,2 M).

Para los ensayos en fibroblastos se utilizo el medio de cultivo Dulbecco's Modified
Eagle Medium high glucose(DMEM, Gibco®) suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(FBS, Internegocios, S.A, Buenos Aires, Argentina) y 1% v/v de una solucion acuosa de

antibioticos (penicilina 104 unidades/mL — estreptomicina 10 mg/mL, Gibco®).

3.2. Métodos
3.2.1. Nanoparticulas de polimeros conjugados

3.2.1.1 Composicion y nomenclatura de NPC

Todos los tipos de NPCs contienen como elemento principal, y en ocasiones Unico,
el PC F8BT. Cuando se le agreg6 algun PE, se utiliz6 PSMA, T-1107 o T-GLU. Para estudiar
el efecto de la PDI, todas las NPCs fueron dopadas volumétricamente con la porfirina PtOEP.

Por ultimo, para mejorar el ®a de las NPCs, estas se doparon superficialmente con la
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porfirina Pt-TCPP. La relacion en masa entre PC, PE y porfirina que conforman a las distintas
NPCs se establecio de la siguiente manera a menos que se indique lo contrario: la masa del
PC F8BT se mantuvo fija en 100 mg/L para todos los tipos de particulas. La concentracién
de los deméas componentes utilizados (PE, porfirina y PC) se reporta como valor porcentual

de su masa relativa a la masa del F8BT (% p/p).

Con el objetivo de presentar una clara identificacion de las distintas formulaciones de
particulas desarrolladas a lo largo de toda la tesis, se estableci6 un sistema de nomenclatura
uniforme basado en la composicion de PC, PE, porfirina y concentracion de cada uno de
ellos. Los detalles de cada formulacion de NPCs se presentan en la tabla 1 y la metodologia
de sintesis junto con la variacion de cada uno de sus componentes se detalla en las siguientes
secciones. Cabe aclarar que el F8BT es el componente principal de las particulas y, como es

comun a todas las formulaciones realizadas, se encuentra implicito en la nomenclatura.

Tabla 1. Nomenclatura de las distintas formulaciones de NPC.

Nomenclatura Componentes de la Color
particula distintivo
[% p/p]
NPC 100 de F8BT
NPCso 50 de F8BT
NPC2o 10 de F8BT
NPC:PSMA 100 de F8BT + 20 de
PSMA
NPC:PSMA+PtOEP 100 de F8BT + 20 de
PSMA + 10 PtOEP
NPC:PSMA, 100 de F8BT + 40, 60, 80,
100, 200, 300 400 o 500 de
PSMA
NPC:PSMAs0+PtOEP 100 de F8BT + 500 de
PSMA + 10 de PtOEP
NPC@PFNn 100 de F8BT + 10-100 de
PFN
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NPC:PSMA@PFN 100 de F8BT + 20 de

PSMA + 70 de PFN
NPC:PSMA+PtOEP@PFN 100 de F8BT + 500 de
PSMA + 10 de PtOEP + 70 de
PEN
NPC:T-1107n 100 de F8BT + 20 0 40 de
T-1107
NPC:T-GLUn 100 de F8BT + 20 0 40 de
T-GLU
NPC@Pt-TCPP 100 de F8BT + distintas
concentraciones de Pt-TCPP
NPC:PSMA@PFN@Pt- 100 de F8BT + 20 de
TCPP PSMA + 70 de PFN + distintas

concentraciones de Pt-TCPP

Las concentraciones de 100 % p/p de F8BT, 20 % p/p de PSMA, 10 p/p de PtOEP y
70 % p/p de PFN son consideradas como las “concentraciones estandar” de las NPCs. Por
esa razon solamente se indican con subindice cuando las concentraciones son diferentes a

estas.

3.2.1.2. Sintesis de NPCs

Todas las NPCs obtenidas se sintetizaron mediante la misma metodologia de sintesis
denominada cominmente como nanoprecipitacion o reprecipitacion controlada, y que se
esquematiza en la figura 11. Primeramente, los componentes que van a formar parte de las
NPCs (PC, PE y porfirina cuando corresponde) se disolvieron en 5 mL de THF. Esta solucion
se denomina “stock de inyeccidn” y se caracteriza porque todos los compuestos presentan
una elevada solubilidad en dicho solvente. En un segundo paso, se tomaron 100 pL del stock
de inyeccion y se inyectaron rapidamente en 2,5 mL de agua ultrapura en agitacion vigorosa
(1500 rpm), este proceso se repitid 6 veces. Luego, el THF se elimind mediante un rotavapor

a 60 °C y 0,07 mPa. Cuando fue necesario eliminar agua para concentrar las particulas, la
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temperatura del rotavapor se mantuvo a 80 °C y la presion a 0,07 mPa durante 5 min

aproximadamente (segun la cantidad de agua a evaporar).

Sintesis de NPCs

F8BT
29000000
PSMA
H@o8Le0e
o
PtOEP
Stock de \
inyeccioén
\—/ Evaporacion 5= | C
de THF y agua 7
Solvente &= . U8
acuoso | | = -
</ H -

Figura 11. Esquema de sintesis de NPCs. Todas las NPCs se sintetizaron siguiendo el
mismo esquema de sintesis y se modificé la presencia y concentracion de cada componente
segun fue necesario. En amarillo se representa el PC F8BT, en gris el PE PSMA y en fucsia

la porfirina Pt-TCPP. Los circulos amarillos representan a las NPCs formadas.

3.2.1.3. Sintesis de NPCs, modificacion del diametro

Para la obtencion de NPCs de diferentes tamafios se utilizd el mismo método

nanoprecipitacion previamente descripto, pero realizando las siguientes modificaciones:

Primeramente, la concentracion del PC y la composicidon del medio acuoso donde se
realiz6 la sintesis de las particulas. Se sintetizaron de manera simultdinea NPCs compuestas
por F8BT con una concentracion de 100, 50 y 20 mg/L del mismo (denominadas NPC,
NPCso y NPCyo respectivamente) sobre los siguientes medios acuosos: agua pura a 0 °C, 25

°Cy 50 °C; soluciones buffer a pH =4, 7 y 10; solucién acuosa de NaCl (6x10™* M) y solucién
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acuosa de Triton X-100 (9x10° M, T X-100). Es importante aclarar que la concentracion

micelar critica (CMC) de Tx-100 estd comprendida entre 5x10* M y 9x10 M. 173174

En una segunda instancia, se mantuvo fija la concentracion de FSBT en 100 mg/L y
se modifico la concentracion del PE PSMA de la siguiente manera: 20, 40, 60, 80, 100, 200,
300, 400 y 500 % p/p (denominadas como NPC:PSMA,, donde n = concentraciéon de
PSMA).

Para todos los casos, se realizaron 4 réplicas de forma independiente para la sintesis

de cada muestra.

3.2.14. Sintesis de NPCs del tipo core/shell

Con el objetivo de modificar la carga superficial de las particulas, se emple6 un
segundo PC cationico denominado PFN. Inicialmente se obtuvieron NPCs siguiendo la
metodologia descripta en la seccion 3.2.1.2. Estas NPCs ahora se consideran como el nticleo
(core) de las nuevas particulas. Posteriormente se adsorbi6 el PFN formando una capa (shell)
en la superficie de las NPCs, dando origen a las NPCs del tipo core/shell. El proceso de
autoensamblado es impulsado por las fuerzas de atraccion electrostaticas entre la NPCs
anionica y la capa catidnica del PC. Para la formacion del shell, se disolvid el PFN en un
pequefio volumen de metanol (50 pL) para no afectar significativamente la composicion del
solvente dispersante y en consecuencia no desestabilizar la suspension coloidal de NPCs, ni
modificar sus propiedades fotodindmicas. La solucion de PFN se inyectd en una dispersion

de NPCs bajo agitacion magnética (1500 rpm), como se esquematiza en la figura 12.
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Sintesis de NPCs del tipo
core/shell
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PERp/ core/shell

Autoensamblado

Figura 12. Esquema de sintesis de NPCs del tipo core/shell. En amarillo se representa la
obtencion de NPCs y en azul la formacion del shell de PFN sobre las NPCs.

Para el desarrollo de este tipo de particulas, inicialmente se obtuvieron NPCs
compuestas solamente por F8BT y se testearon distintas concentraciones de PFN
(denominadas NPC@PFN, donde n = concentracion de PFN). Luego de definir una
adecuada concentracion de PFN para la obtencion de NPC core/shell, en una segunda
instancia se obtuvieron NPCs core/shell utilizando como nucleo a NPC estabilizado con
PSMA (NPC:PSMA@PFN) y se doparon volumétricamente con la porfirina PtOEP
(NPC:PSMA+PtOE@PFN) para realizar los ensayos de PDI.

3.2.15. Sintesis de NPC con polimeros Tetronics®

Con el objetivo de mejorar la acumulacion de particulas sobre células cancerigenas

se sintetizaron NPCs con dos PE diferentes: T-1107 y T-GLU (denominadas como NPC:T-
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1107, y NPC:T-GLU, respectivamente, donde n = concentracion del PE). La metodologia
de sintesis se describe es igual que para el resto de las particulas ya descriptas, donde los PE
se disolvieron junto con el F8BT en el stock de inyeccion, al igual que con el PE PSMA. En

la figura 13 se muestran las estructuras quimicas los PE T-1107, T-1107-GLU.

4 gyt h
o At g

v\%/w\mv\ﬁo el
\%mwv\lgbk R

Figura 13. Estructuras quimicas de los PE Tetronics®. En color violeta se muestra T-

1107 y en verde agua T-GLU.

3.2.1.6. Dopado superficial de NPC con Pt-TCPP

Las NPCs utilizadas para explorar la estrategia de dopado superficial con la porfirina
Pt-TCPP, se sintetizaron segin el método de nanoprecipitacion. Para estos ensayos, se
utilizaron dos tipos de NPCs: NPC compuestas solamente por F§8BT (NPC@Pt-TCPP) y
NPC:PSMA@PFN (denominadas como NPC:PSMA@PFN@Pt-TCPP).

La suspension de NPCs obtenida fue diluida posteriormente en buffer fosfato (pH =
8). Las concentraciones de NPCs, Pt-TCPP y buffer usado para cada ensayo de adsorcion se
encuentran detalladas en la tabla 2. En los ensayos 1, 3 y 4 la porfirina se incorpord usando
una solucidon en THF; mientras que en el ensayo n° 2 se incorpor6 a partir de una mezcla de
Pt-TCPP y NPC en buffer. En todos los casos el “volumen de Pt-TCPP agregado” hace
referencia al volumen de solucion conteniendo porfirina que se agrega a la suspension de

particulas, como se detalla en la figura 14.
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Tabla 2: Condiciones para los 4 ensayos de adsorcion de la porfirina Pt-TCPP sobre

la superficie de las NPC.
N° de NPC Pt-TCPP Buffer pH Volumen de
ensayo [ma/L] [M] =8 [M] solucién
conteniendo Pt-
TCPP agregada
[HL]
1° 2,4 1,1x1073 0,05 0,5
2° 10,0 1,0x10° 0,05 100
3° 2,4 1,1x1073 0,01 1,0
4° 2,4 2,2x10* 0,01 1,0
5° 2,4 1,1x1073 - 1
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Figura 14. Dopado superficial de Pt-TCPP. En primer lugar, se tiene una suspension de
NPC ala cual se le van agregando pequefios volumenes de una soluciéon compuesta por Pt-
TCPP o NPC@Pt-TCPP. El agregado de dicha solucion se realiz6 en agitacion constante.

Los hexagonos color rojo representan a Pt-TCPP y los circulos amarillos a las NPC.

3.3. Caracterizacion de NPCs

3.3.1. Espectroscopia UV-vis

La espectroscopia ultravioleta — visible (UV-vis) es una técnica analitica basada en
la interaccion de la radiacion electromagnética con la materia, y abarca las regiones del
ultravioleta (200 — 400 nm), visible (400 — 800 nm) del espectro electromagnético. El
fundamento de esta técnica se basa en la absorcion de fotones por parte de los distintos
componentes de una muestra, lo que provoca transiciones electronicas entre niveles
electronicos de energia molecular. Los espectros de absorcion proporcionan informacion
sobre la estructura molecular y la concentracion de las sustancias presentes en una muestra.
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Se tomaron espectros de absorcion UV-vis, para evaluar la presencia de cada uno de
los componentes que conforman a cada una de las particulas. El equipo utilizado fue un
espectrofotometro Agilent 8453 con detector de arreglo de fotodiodos. La fuente de
excitacion consiste en una camara con lampara de tungsteno (G1103-60001) y lampara de
deuterio (2140-0605). Su intervalo espectral de trabajo esta comprendido entre 190 nm y

1100 nm. Se utilizaron celdas de cuarzo con un paso 6ptico de 1 cm.

La cuantificacion de concentraciones de todos los tipos de NPCs se realizo a partir
de esta técnica, utilizando el valor del maximo de absorbancia del F8BT a 456 nm y el
coeficiente de extinciéon molar (€) calculado experimentalmente en estudios previos del

grupo de trabajo!”

3.3.2. Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica analitica basada en la emision de
radiacion electromagnética por parte de una molécula que ha absorbido previamente fotones
de suficiente energia. El fundamento de esta técnica se basa en los procesos de excitacion

electronica y relajacion radiativa.

Se obtuvieron espectros de excitacion y emision en estado estacionario utilizando un
espectrofluorémetro Horiba FluoroMax-4 Plus. El equipo utiliza como fuente de excitacion
una lampara de arco de xenon sin ozono de 150 W, montada verticalmente y operando en
modo continuo. Como detector principal posee un tubo fotomultiplicador (PMT, R928P) con
sensibilidad en el rango espectral 190-940 nm. También posee un detector de InGaAs (FM-
NIR-IGA1.9) refrigerable con nitrégeno liquido junto con una rejilla NIR (600 lineas mm’!,
haz de 1250 nm, K-550). Adicionalmente el equipo posee un fotodiodo de referencia que
permite monitorear en tiempo real la intensidad de excitacion, posibilitando la adquisicion
de espectros corregidos instrumentalmente. Se trabajé con celdas de cuarzo, y la apertura
(rendija) de los monocromadores, la posicion fija o rango espectral de excitacion y de

emision se configurd de acuerdo a cada una de las muestras estudiadas.

Se tomaron espectros de emision y excitacion, cuando se indica, de los distintos
componentes de las NPCs: F§BT, PFN, PtOEP y Pt-TCPP. Para tomar los espectros de

emision (o excitacion) siempre se tomo como longitud de onda de excitacion (Aexc) (0
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emision Aexc) al valor donde se detecta el maximo de absorcion (o emision). A menos que se
indique lo contrario, para tomar espectros de emision se utilizaron ambos slits (emision y
excitacion) con paso espectral de 1 nm y sefial S1c¢ y para tomar los espectros de excitacion
se utilizaron slits de paso espectral de 1 y 2 nm para excitacion y emision respectivamente y

sefial S1/R1c.

3.3.3.Dispersion dinamica de la luz

La dispersion dinamica de la luz (DLS) es una técnica oOptica utilizada para
determinar la distribucion de didmetros hidrodindmicos (Dyu) de particulas suspendidas en
un fluido. Su fundamento se basa en la interaccion de la radiacion laser monocromatica con
particulas en movimiento browniano. Esta técnica determina el coeficiente de difusion
traslacional de las particulas que estan dispersas en soluciéon mediante la cuantificacion
dindmica de las fluctuaciones en la luz dispersada. Esta informacion, es luego convertida

mediante un algoritmo matematico en distribuciones de Dy de particulas.

Se utilizé un equipo marca Malvern modelo 4700 equipado con un laser de longitud
de onda 488 nm. Las medidas se realizaron con un angulo de dispersion de 90 °C, una
temperatura de 25 °C y un tiempo de estabilizacion de muestra de 120 segundos y se utilizo
una suspension de 10 mg/L de nanoparticulas en agua ultrapura a menos que se indique lo
contrario. Los resultados se analizaron con el software del equipo para obtener la
distribucion de Dy y el indice de polidispersidad (I Poly). Dicho software, realiza un ajuste
multiexponencial (CONTIN) de las curvas de correlacion obtenidas para adquirir la
distribucion de tamafios de particulas por intensidad, volumen y numero. En esta tesis se
reportan solo los resultados por nimero. En todos los casos, se midi6 el DH de tres réplicas
independientes y se calculé la media o didmetro hidrodindgmico promedio (Dy) y la

desviacion estandar (SD).

3.3.4.Potencial zeta

El potencial Zeta () es una técnica que describe el potencial eléctrico en la interfase
entre una particula y el medio liquido en el que esta suspendida. El signo y la magnitud de

estan directamente relacionados con la carga superficial, lo cual constituye un parametro
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fundamental para evaluar la estabilidad coloidal y las interacciones electrostaticas en

sistemas nanoparticulados.

Para medir el { de las NPC:PSMA, NPC:PSMA@PFN, NPC:T-110720 Y NPC:T-
GLUy se utilizé el equipo de dispersion dinamica de luz Zetasizer ZS90, Malvern en una
colaboracion realizada con la Dra. Virginia Aissa del Departamento de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Coérdoba UNITEFA-CONICET. Para la
medicion se utilizd una suspension de particulas de una concentracion de 6 mg/L
aproximadamente, la cual se coloco en una celda capilar plegada (Malvern). El equipo fue
seteado para que mida 3 veces la misma muestra y arroje como resultado el promedio de
dichas mediciones; a su vez cada muestra se hizo por triplicado. A partir de cada réplica y

las 3 mediciones realizadas se calculé un promedio y SD para cada grupo de trabajo.

Para el resto de las medidas de C se utilizd un equipo de dispersion dindmica de luz
Zetasizer Advance Series (Malvern Panalytical Zetasizer). Para la medicion se utilizé una
suspension de particulas de una concentracion de 10 mg/L, la cual se colocd en una celda
capilar plegada. El equipo fue seteado para que mida 3 veces la misma muestra y arroje como
resultado el promedio de dichas mediciones; a su vez cada muestra se hizo por triplicado A
partir de cada réplica y las 3 mediciones realizadas se calculé un promedio y SD para cada

grupo de trabajo.

3.3.5. Iméagenes de TEM de particulas

TEM es una técnica de caracterizacion que utiliza un haz de electrones de alta energia
para obtener imagenes de alta resolucion. El fundamento de esta técnica se basa en la
interaccion de los electrones irradiados a través de una muestra ultrafina con los 4&tomos del
material. Debido a la longitud de onda extremadamente corta de los electrones acelerados,
TEM alcanza una resolucion espacial mucho mayor que la de los microscopios Opticos

convencionales.

Se tomaron imdgenes de TEM solamente para NPC:PSMA+PtOEP@PFN vy
NPC:PSMA 0. La preparacion de las muestras fue diferente para los dos tipos de particulas:
para el caso de NPC:PSMA+PtOEP@PFN la muestra contenia no solo nanoparticulas si no

también bacterias y la descripcion del ensayo se encuentra mas adelante en la seccion 3.4.2.3.
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La preparacion de NPC:PSMAso0 consistio en hacer una solucion de 2 mg/L y se colocaron
50 uL en forma de gota sobre la superficie de un cuadrado de parafilm, inmediatamente se
colocd una grilla TEM sobre la superficie de la gota y se dejé incubando durante 5 minutos.
Luego se retird la grilla y el exceso de liquido se elimind con un papel secante.
Posteriormente se coloraron 50 puL agua ultrapura sobre el cuadrado de Parafilm y se
deposito la grilla, la cual se dejé incubar por 3 minutos. Transcurrido ese tiempo, se retird la
grilla y se secd con papel secante. Por ultimo, se dejo secar la grilla al aire. La preparacion
de todas las muestras y su visualizacién se adaptd del protocolo publicado por Kirov y
colaboradores'’®, la energia del haz de electrones utilizado fue de 100 kV y se tomaron

imagenes a distintas magnificaciones.

Para determinar el tamafio de los dos tipos de particulas, se utilizo el software ImagelJ,
tomando como referencia de calibracion la barra de escala de cada imagen. Se trazaron dos
rectas perpendiculares para obtener 2 medidas independientes del didmetro de cada particula
(esto mejora la estimacion del didmetro representativo para particulas no perfectamente
esféricas). Se analizaron 10 imdgenes por muestra (dos de cada escala). A partir de la
distribucion de didmetros obtenidos, se realizdé un ajuste con una funcidén gaussiana y se

obtuvieron los valores de promedio y SD.

3.3.6.Rendimiento cuantico de produccién de 'O2

El @4 cuantifica la eficiencia fotofisica del fotosensibilizador para la produccion de
'0,. Este parametro representa la probabilidad de que un foton absorbido produzca la
formacién de '0s. Se determiné el @, producido por NPC:PSMA+PtOEP@PFN mediante
el monitoreo de la fosforescencia caracteristica del 'O; centrada en ~1270 nm. Este enfoque
permite la deteccion directa del 'Oz y se considera uno de los métodos mas confiables para
la determinacion de ®x, especialmente por la ausencia de sondas o atrapadores donde la
modificacion espectroscopica de esos compuestos se relaciona con la produccion de 0.
Estos experimentos se hicieron en colaboracion con el Dr. Emmanuel Odella, miembro del
grupo de investigacion. Las mediciones de fosforescencia de 'O, en estado estacionario se
llevaron a cabo utilizando un detector de InGaAs refrigerado por nitrogeno liquido (FM-
NIR-IGA1.9) y una red de difracciéon optimizada para NIR (600 lineas mm™', blaze de 1250

nm, K-550), ambos incorporados en un espectrofluorémetro Horiba FluoroMax-4 Plus. Los
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espectros de emision de NIR se registraron utilizando rendijas de excitacion y emision de 30
nm. La intensidad total de fosforescencia de 'O, para cada muestra se calcul6 integrando la
banda de emision centrada en ~1270 nm. Las sefiales de fondo (obtenidas de experimentos
idénticos, pero en soluciones saturadas de N») se restaron antes de la integracion de la
emision. El @ se calculd comparando las intensidades de fosforescencia integradas
producidas por nanoparticulas y eosina Y (®a = 0,58 en D>0)!”’. La absorbancia de las
nanoparticulas y la eosina Y se igualaron a la longitud de onda de excitacion de 486 nm.

Todos los experimentos se realizaron en D,O a temperatura ambiente.

3.3.7. Rendimiento cuantico de fluorescencia de NPC y NPC-CS

Para determinar el rendimiento cuéantico de fluorescencia (®r) se sintetizaron
NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN, pero sin PtOEP. Se aplico el método comparativo'®’
utilizando rodamina 6G como referencia (¢r = 0,96 en agua'’®). Se igualaron los valores de
absorbancia a la longitud de onda de excitacion (486 nm) para las 3 muestras (NPC:PSMA,
NPC:PSMA@PFN y rodamina 6G) y se tomaron espectros de emision en exactamente las
mismas condiciones (idénticos parametros instrumentales). Los espectros de emision
medidos en longitud de onda (1) se transformaron para expresar las abscisas en nimero de
onda (v = 1°!). Para esto, la intensidad del espectro expresado en numero de onda (I) se

calcul6 utilizando la siguiente formula para cada punto ('*7 pagina 54):
1= A21(Q) 2)

Donde:

I(A) = intensidad del espectro de emision medido en longitud de onda

Luego se integro el area bajo el espectro para cada muestra y el resultado de la
integral es lo que se tomd como valor de intensidad integrada (Ii). Los ¢r se calcularon

utilizando la siguiente férmula:

3)

Donde:
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r= rendimiento cuantico de fluorescencia de la muestra
orr = rendimiento cuantico de fluorescencia de la referencia
I; = intensidad integrada de fluorescencia de la muestra
Ir = intensidad integrada de fluorescencia de la referencia
Abs = absorbancia de la muestra
Absr = absorbancia de la referencia
n = indice de refraccion del medio donde se encuentra la muestra

nr = indice de refraccion del medio donde se encuentra la referencia

3.4. Ensayos bioldgicos

3.4.1. Mantenimiento de cepas

Se utilizé una cepa de la bacteria MRSA 773 obtenida a partir de un aislamiento
clinico adquirido previamente en el grupo de investigacién. El cultivo bacteriano se
almaceno6 en caldo TS con 10 % de glicerol a - 40 °C. Para su utilizacion, el inoculo
bacteriano se descongeld rapidamente y cultivo en condiciones aerdbicas en caldo TS en una
estufa con agitacion (100 revoluciones por minuto (rpm)) a 37 °C durante 24 hs.
Posteriormente, se realizd un repique en agar TS y se incub6 a 37 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo se realizé un nuevo repique en agar TS y se dejo incubando a 37
°C durante 24 h. Luego se selecciond una colonia aislada y se realizé un repique en una
segunda placa de agar TS y se dejé incubando a 37 °C durante 24 h. Este segundo repique
en placa de agar se realizo con la intencion de obtener un cultivo puro a partir clones de una
misma colonia. Todos los ensayos biologicos se realizaron tomando colonias aisladas de la

segunda placa de agar.

3.4.2.Ensayos de adsorcion

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 62



La interaccion entre MRSA y particulas resulta fundamental para optimizar la
eficiencia del proceso de PDI. La caracterizacién de esta interaccion permite comprender
como ciertas caracteristicas de las nanoparticulas (como su Dy y carga superficial) influyen
en la interaccion con las superficies bacterianas y en consecuencia afectan la eficiencia de la
PDI. Para estudiar dicha interaccion realizaron medidas de citometria de flujo, { y, por
ultimo, se tomaron imagenes de TEM de wuna suspension bacteriana +

NPC:PSMA+PtOEP@PFN.

3.4.2.1. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite la cuantificacion y caracterizacion
multiparamétrica de células individuales, a medida que estas atraviesan un haz de luz. Su
fundamento se basa en la dispersion y emision de luz cuando las células interceptan dicho
haz. Los detectores opticos del equipo registran en simultaneco multiples sefales: 1) la
dispersion frontal (FSC), relacionada con el tamafio celular; ii) la dispersion lateral (SSC),
asociada con la complejidad interna o granularidad (lo cual es muy 1til cuando se pretende
diferenciar distintas poblaciones celulares) y iii) la emision de fluorescencia propia de cada

célula o marcadas previamente con un fluor6foro.

Para realizar estas mediciones, se adaptd el protocolo de los trabajos de Martinez y
colaboradores®*!%4. Se selecciond una colonia de un cultivo puro y se resuspendié en 5 mL
de caldo TS que se incub6 toda la noche a 37 °C en agitacion (100 rpm). Se tom6 dicho
cultivo y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min (microcentrifuga para eppendof GELEC
134D). Se elimind el sobrenadante y se realizd un lavado del precipitado (donde se
encuentran las células) con glucosa al 10 % peso en volumen (% p/v, es decir10 g de glucosa
en un volumen final de 100 mL de agua), previamente esterilizada usando un filtro de 0,22
um estéril; y se volvid a centrifugar en iguales condiciones, este paso se repitio 3 veces. Por
ultimo, se resuspendid el precipitado en glucosa al 20 % p/v y se ajustd la carga bacteriana
midiendo densidad 6ptica a 600 nm (ODeoo) = 0,2 y posteriormente se diluy6 a la mitad con
una suspension de NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN de 20 mg/L y se incub6 por 1 y24 ha
37°C en agitacion y en oscuridad. Las concentraciones finales usadas de NPC:PSMA y

NPC:PSMA@PFN fueron de 5y 10 mg/L.
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Para estudiar la interaccion entre NPC:T-110720 y NPC:T-GLU20y células tumorales,
se utilizé la linea celular de GBM T98G (ATCC® CRL-1690™). Esta linea fue derivada de
un paciente masculino de 61 afios con glioblastoma. Los ensayos se realizaron en
colaboracion con el Dr. Luis Ibarra y la Lic. Lucia Beagué, miembros del grupo de
investigacion. Las células se cultivaron durante 24 hs con medio de cultivo DMEM
suplementado. Posteriormente se utilizaron 10* células/mL y se incubaron con 10 mg/L de
NPC:PSMA, NPC:T-110720 o NPC:T-GLU»o durante 30 minutos, 1 y 4 h. La incubacion de

células y particulas se realizo en dos medios de cultivo diferentes: DMEM y en PBS.

Las mediciones de todas las muestras se realizaron en un citometro de flujo de
mesada (Guava EasyCyte 6-2 L, Merck Millipore). Ademas de numero, tamafio y
complejidad celular, se monitore6 la fluorescencia en el “canal verde” (green B, excitacion
= 488 nm y emision = 510-540 nm). Los resultados obtenidos se expresaron como
histogramas de intensidad de emision (canal verde) de células individuales y se obtuvo la
media geométrica de los mismos. Se hicieron 3 réplicas de cada muestra y se obtuvo media

y SD.

3.4.2.2. Mediciones de { de MRSA incubado con NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA:PtOEP@PFN

Para las medidas de {, la preparacion de la muestra fue igual que para citometria de
flujo (seccion 3.4.2.1.) excepto que se utilizaron suspensiones de concentracion de 5 mg/L
para NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA-+PtOEP@PFN y tiempos de incubacion de 1 h. El
equipo utilizado se encuentra descripto en la seccion 3.3.4.1. Se midi6 el ( las siguientes
muestras: control de bacterias, bacterias + NPC:PSMA+PtOEP y bacterias +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. El equipo fue programado para que mida 3 veces la misma
muestra y arroje como resultado el promedio de dichas mediciones + SD; a su vez cada

muestra se midio por triplicado.

3.4.2.3. Imagenes de TEM
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Para completar los ensayos que evaltan la interaccion de NPC:PSMA+PtOEP@PFN
con bacterias, se tomaron imagenes de TEM. Dichas imdgenes permitieron confirmar que
las NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Inicialmente, se seleccion6 una colonia de un cultivo puro y
se resuspendio en 5 mL de caldo TS incubado durante toda la noche a 37 °C en agitacion
(100 rpm). Se tom¢ dicho cultivo y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. Se elimino el
sobrenadante y se realizé un lavado del precipitado con una solucién de glucosa al 10 % p/v
estéril para centrifugarlas nuevamente en iguales condiciones, este paso de lavado se realizd
3 veces. Por tltimo, se ajustd la concentracion de bacterias (ODgoo = 0,2) en una soluciéon de
glucosa al 20 % p/v y posteriormente se diluy6 a la mitad con una suspension de 20 mg/L de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Se incub6 durante 30 min a 37 °C a 100 rpm en oscuridad. La
concentracion final de NPC:PSMA+PtOEP@PFN es de 10 mg/L, el doble que la maxima
utilizada para los tratamientos de PDI. De esta forma, lo que se pretende es tener una cantidad
suficiente de particulas para que pueda apreciarse su adhesion en la mayoria de las bacterias
presentes en del medio. Se tomaron 50 uplL de la suspension de bacterias +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN y se coloco en forma de gota sobre la superficie de un cuadrado
de parafilm, inmediatamente se colocd una grilla TEM sobre la superficie de la gota y se
dej6 incubando durante 10 min. Luego se retird la grilla y el exceso de liquido se elimin6
con un papel secante. Posteriormente se coloraron 50 pL de solucion de glutaraldehido al
0,5 % (0,5 g de glutaraldehido en 100 mL de glucosa al 10 % ), se dejo incubar durante 2
min, y luego se seco el exceso de liquido con papel secante. Se coloco 1 mL/eppendorf de
solucion acuosa de glucosa de 10 % p/v en 3 tubos eppendorf, y se sumergi6 la grilla 10
veces en cada tubo con el objetivo de lavar el material no adherido a la misma, secandola
antes de sumergirla en el siguiente tubo. Por ltimo, se dejo secar la grilla al aire y se realizo

la visualizacion a 100 kV tomando iméagenes a distintas magnificaciones.

A partir de las imagenes de TEM se determind el didmetro de las bacterias de la cepa
de MRSA utilizada en esta tesis. Dicha determinacion se realizé de la misma manera que
para la determinacion del diametro de NPC:PSMA+PtOEP@PFN descripto en la seccion
3.3.5. Una vez obtenidos los didmetros de NPC:PSMA+PtOEP@PFN y MRSA se determind
el nimero de particulas necesario para formar una monocapa sobre la superficie de una

bacteria de MRSA.

Como esta bacteria tiene una estructura esférica, la superficie total de una bacteria

€S
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S. = 4mR? “4)
Donde:
S¢ = superficie de la bacteria
R =radio de la bacteria

Suponiendo que r < R, donde r es el radio de las NPC:PSMA+PtOEP@PFN, el
nimero maximo de particulas (N¢) que pueden acomodarse sobre la superficie de la bacteria

puede obtenerse considerando un empaquetamiento bidimensional de circulos de superficie:

Spp = mr? (5)
Sobre la superficie Se:
S
N.= =< 6
¢ = 5,0 (6)

Donde:
n = densidad de empaquetamiento

la mayor densidad de empaquetamiento posible es el empaquetamiento hexagonal:

V3
n=— (7)
Lo que conduce a:
27R?
N = 2 (8)

Por otro lado, se estim6 de forma muy general la concentracion molar (M) de una
suspension de 10 mg/L de NPC:PSMA+PtOEP@PFN (que es la concentracion utilizada en
este ensayo). Para realizar este calculo se consider6 solamente la masa de F8BT y no se tuvo
en cuenta el resto de los componentes que conforman a la particula. El desarrollo de esta

formula se ha descripto en publicaciones previas del grupo de trabajo?”!¢7:
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__ 6Cyp 1
INPC] = pnN (u(u2+302)) ©)

Donde:

Cxp = concentracion de particulas en g/L
p = densidad del F8BT que es

N = nimero de Avogadro

o = ancho de distribucion

p = diametro de la particula

3.5. Inactivacion fotodindmica microbiana

Los ensayos de PDI se realizaron utilizando un fotoirradiador con ldmparas LED de
emision centrada a 456 nm aproximadamente. La irradiancia de la muestra fue medida en
el plano de la muestra, y se mantuvo constante a 16 mW/cm?. A menos que se indique lo
contrario la dosis de luz total usada para ensayos de PDI sobre cultivos planctonicos fue de

28, 8 J/cm? y sobre biofilms fue 57,6 J/cm?.

En la figura 15 se muestra un esquema de la fuente de irradiacion utilizada para los

ensayos de PDI sobre cultivos planctonicos y biofilms.
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Figura 15. Esquema de panel de lamparas LED. Utilizado para PDI de biofilms y

cultivos planctonicos.

3.5.1. PDI sobre cultivos plancténicos

La preparacion de cultivos planctonicos para realizar ensayos de PDI se realizo6 de la
siguiente manera: primeramente, se tomo una colonia aislada de un cultivo puro y se incubd
en 5 mL de caldo TS durante 18 h a 37 °C con agitacion (100 rpm). Posteriormente, se
tomaron 100 pL de esta suspension y se anadieron a 2 mL de una solucién de caldo TS, y la
mezcla se incubo con agitacion a 37 °C hasta alcanzar una ODeoo = 0,2. Esto permite obtener
una poblacion metabdlicamente activa en la fase de crecimiento logaritmico. Una vez
alcanzada la carga bacteriana deseada, se realizo una dilucion 1:1000 en una solucion de
glucosa al 20% p/v (indculo). Para los ensayos de PDI donde se realiz6 recuento de colonias,
NPC:PSMA+PtOEP, NPC:PSMA;500+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN se diluyeron en
agua ultrapura estéril para alcanzar concentraciones de 10 y 2 mg/L. En una placa de 48
pocillos, se afiadieron 250 pL de indculo a cada pocillo, seguidos de 250 pL de las
dispersiones de nanoparticulas. Las placas se incubaron durante 30 min a 37 °C con
agitacion. Tras la dilucion con el indculo, las concentraciones finales de nanoparticulas
fueron de 5 y 1 mg/L, mientras que la concentracion final del inoculo fue de 10 unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Cuando se realizaron curvas de crecimiento

post PDI, la concentracion final del inoculo fue de ODsoo = 0,2, para poder seguir el
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experimento por espectrofotometria UV-Vis. Las concentraciones finales de particulas para

este ensayo también fueron de 5y 1 mg/L.

3.5.2. Ensayos de PDI sobre biofilms

Para los ensayos de PDI se utilizaron biofilms maduros de 96 hs de crecimiento, dado
que esta etapa representa un estado irreversible del desarrollo del biofilm y reviste una mayor
relevancia clinica en el contexto del tratamiento de infecciones. Primeramente, se tomo una
colonia aislada de un cultivo puro y se incubd en 5 mL de caldo TS durante 18 h.
Posteriormente, se afiadieron 100 pL de esta suspension a 2 mL de caldo TS y se cultivo a
37 °C con agitacién (100 rpm) hasta alcanzar una ODgoo = 0,2; lo que representa una
poblacion metabolicamente activa en la fase de crecimiento logaritmico. A continuacion, se
diluy6 diez veces la suspension bacteriana en caldo TS suplementado con glucosa y NaCl
al 1 % p/v (1 g de glucosa o NaCl en 100 mL de caldo TS). Las biopeliculas se cultivaron
sobre vidrios de 0,5 x 0,5 mm, los cuales previamente se limpiaron por sonicacion (5 min)
sucesivamente con acetona, etanol y agua y se esterilizaron previo al cultivo con una lampara
de UV. Los vidrios se coloraron en una placa de 48 pocillos y se afiadieron 500 pL/pocillo
de la suspension bacteriana. Posteriormente, se incubaron durante 24 h a 37 °C con agitacion.
Transcurrido el tiempo, se retird el medio de cultivo antiguo y se afiadieron 500 pL/pocillo
de medio de cultivo suplementado fresco. Este proceso se repitio a las 48 y 72 horas para
obtener finalmente una biopelicula madura de 96 horas. Para los ensayos de PDI, se retiro el
medio de cultivo y los biofilms formados fueron lavados tres veces con solucion de glucosa
al 10 %. A continuacion, se afadieron 250 pL de glucosa al 20 % y 250 pL de suspension de
particulas (40 o 20 mg/L). Las particulas fueron incubadas con las bacterias durante 30 min
a 37 °C en oscuridad con agitacion (100 rpm). Transcurrido el tiempo, las muestras se
irradiaron durante 1 h con un fotoirradiador. La concentracion final de particulas fue de 20

y 10 mg/L segtn el ensayo realizado.

3.5.3. Efecto post fotodinamico sobre cultivos planctonicos

3.5.3.1. Recuento de colonias

Para analizar el efecto citotdxico producto de la PDI sobre cultivos planctonicos se
realizd un recuento de colonias para cuantificar la disminucion de la carga bacteriana en
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respuesta a los distintos tratamientos. Luego de la irradiacién de la muestra, se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron 3 alicuotas de 10 pL. de cada dilucién en una placa de
agar TS. Se incubaron durante 18-24 h y se realiz6 recuento de colonias. Los datos se
representaron como log UFC/mL vs tiempo de irradiacion para determinar cuantos

logaritmos disminuyeron a causa del tratamiento de PDI.

3.5.3.2. Curva de crecimiento post irradiacion

Este  ensayo se realizo  solamente para NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA+PtOEP@PFN debido a que fueron los tratamientos que mostraron un efecto de
fotodindmico significativo. La curva de crecimiento post irradiacion es una técnica que
consistié en evaluar el crecimiento de las bacterias que sobrevivieron al proceso de PDI.
Para ello, luego de 30 min de irradiacion se midi6 la ODeoo de todas las muestras, a intervalos
de 1h, durante un total de 8 h. Los resultados se expresaron como ODsoo vs tiempo. Para

cada muestra se realizaron tres réplicas independientes y se calculdo media 'y SD.

3.5.3.3. Microscopia electrdonica de barrido para cultivos plancténicos

Con el objetivo de conocer el dafio inducido sobre la bacteria a nivel estructural
causado por la fototerapia se tomaron imagenes de SEM (SEM Carl Zeiss EVO MA 10 con
EDAX) de una muestra de cultivo planctonico previamente tratada (ver seccion 3.5.1.). Las

muestras fueron pretratadas como se describe a continuacion:

Preparacién de los vidrios soportes de la muestra

Se tomo6 un cubreobjeto comercial y se cortd para obtener piezas de vidrio de 5 x 5
mm, tamafio requerido para el portamuestras del equipo de secado por punto supercritico.
Luego los vidrios se limpiaron mediante sonicacion con acetona por 10 min y se secaron con
papel adsorbente. Para favorecer la adherencia del cultivo plancténico a la superficie del
vidrio, los vidrios se sumergieron en una solucion de PEI al 0,1 % p/v (0,1 g de PEI en 100
mL finales de buffer fosfato 0,1 M) durante toda la noche. Una vez evaporada la solucion de

PEI, los vidrios se lavaron con agua ultra pura y se secaron en estufa.

Preparacion de la muestra
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Para la preparacion de la muestra se adapto el protocolo del trabajo de Rimal y
colaboradores!”. Luego del tratamiento de PDI la muestra se centrifugd a 8000 rpm durante
5 min, se descarto el sobrenadante, se resuspendi6 el precipitado en buffer fosfato 0,02 M a
pH 7,2 y se volvio a centrifugar en iguales condiciones. Esta etapa de lavado se realizé 3
veces. El precipitado del ultimo lavado se resuspendié en una solucion fria (4°C) de
glutaraldehido al 2,5 % p/v (2,5 g de glutaraldehido en 100 mL finales de buffer fosfato 0,1
M), se colocaron 50 uL de esta solucion sobre el vidrio previamente recubierto con PEI y se
dej6 incubar por 30 min. Por ultimo, se lavaron suavemente dos veces los vidrios con buffer

fosfato 0,02 M.

Una vez fijada la muestra sobre el vidrio se procedid a realizar las etapas de
deshidratacion de la muestra, donde se asegur6 no dejar el vidrio expuesto al aire en ningiin
momento. Se utilizaron soluciones agua/etanol de concentracion creciente de etanol: 30, 50,
70, 90 y 100 %, las cuales se pusieron en contacto con las muestras durante 5 min cada una.
Luego se pasaron las muestras por una solucidén que contenia 50 % de etanol y 50 % de
acetona durante 5 min y finalmente las muestras se guardaron en un tubo que contenia
acetona anhidra. Las muestras se enviaron a Cordoba para ser acondicionadas mediante

secado por punto critico y se metalizaron con una aleacién de oro-paladio (70:30).

Visualizacion de la muestra

Para todas las muestras, se utilizé un voltaje de 3 kV, una distancia de trabajo de 11
mm Yy la sefial fue colectada por el detector de electrones secundarios, lo cual permitid
observar la topografia de la muestra. Se obtuvieron imagenes con una magnificacion de 3,
7,10, 13, 15y 20 KX. Se estudiaron 2 réplicas por cada muestra/condicion y se tomaron 2

fotos por cada magnificacion.

3.5.4. Efecto post fotodinamico sobre biofilms maduros

El andlisis post-fotodindmico de los biofilms se enfoco en dos aspectos estructurales
principales: el dafio a nivel celular y las alteraciones en la matriz de EPS. Con este proposito,
se llevaron a cabo los siguientes ensayos: cuantificacion de biomasa total mediante CV,
evaluacion de la actividad metabdlica a través de los ensayos de MTT y resazurina, y

determinacion de proteinas libres en el sobrenadante. Adicionalmente, el dafio producido a
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matriz de los biofilms se evalu6 mediante la tincion el colorante fluorescente CW y se

obtuvieron imagenes de SEM.

354.1. Cristal Violeta

El ensayo de CV permite la cuantificacion de la biomasa total de un biofilm, ya que,
por su carga positiva, se adhiere tanto a las células bacterianas como a los componentes de
la matriz de EPS. Este método se utiliza como un parametro inicial para evaluar el impacto
de la terapia fotodinamica, ya que una reduccion en la densidad de biomasa puede indicar

un dafio de la estructura y células del biofilm como resultado de la fototerapia.

El protocolo se adapté del trabajo de Martinez y colaboradores”. Partiendo de
biofilms tratados con los distintos tipos de particulas (seccion 3.5.2.), se realizaron 3 lavados
con PBS y luego se fijo la biomasa adherida a la placa con 500 pL/pocillo de metanol durante
5 min a temperatura ambiente. Una vez fijado el biofilm se volvié a lavar 3 veces con PBS.
Se agregd 500 pL/pocillo de solucion de CV 0,1 % v/v (0,1 mL de CV comercial en 100 mL
finales de agua) y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 15 min. Transcurrido el
tiempo, se realizaron 2 lavados con PBS y se agregd 500 pL/pocillo de una solucion
decolorante de acido acético glacial al 33 % v/v (33 mL de 4cido acético en 100 mL de agua),
se dejo reposar por 20 min a temperatura ambiente, se tomaron 100 pL/pocillo y se pasaron
a una nueva placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector de placas.
Adicionalmente se midio la absorbancia de la solucion decolorante a 570 nm, cuyo valor se
restd en cada muestra. Para expresar los datos obtenidos, se considero al promedio del grupo
control (en oscuridad o irradiado segiin corresponda) como el 100 % de biomasa y en base
a ello se establecieron los porcentajes de reduccion de la biomasa de las muestras en

oscuridad o irradiadas.

3.5.4.2. Ensayo de MTT

El ensayo de MTT mide la actividad metabdlica de las mitocondrias mediante la
reaccion de reduccion de la sal de MTT formando cristales de formazan (compuesto

altamente coloreado) que son insolubles en medios acuosos. Esto permite establecer una
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relacién entre actividad metabdlica y viabilidad celular, donde se asume que a mayor

actividad mitocondrial mayor es la viabilidad celular.

Para realizar dicho ensayo se adaptd el protocolo publicado previamente en el trabajo
de Martinez y colaboradores”. Luego del tratamiento, las muestras se lavaron tres veces con
PBS y se agrego6 500 uL/pocillo de solucion de MTT (200 mg/L en PBS) y se incub6 durante
4 hs en oscuridad a 37°C y agitacion (100 rpm). Transcurrido este tiempo se elimino el
sobrenadante y los cristales de formazan se disolvieron con 300 puL/pocillo de DMSO, se
agitd unos min se tomaron 100 pL/pocillo y se pasaron a una nueva placa de 96 pocillos y
se midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de placas. Adicionalmente se midi6 la
absorbancia de la solucion de DMSO a 540 nm, cuyo valor se restd en cada muestra. Para
expresar los datos obtenidos, se consider6 al promedio del grupo control (en oscuridad o
irradiado segin corresponda) como el 100 % de viabilidad celular y en base a ello se
establecieron los porcentajes de disminuciéon de la viabilidad celular en oscuridad o

irradiadas.

3.5.4.3. Ensayo de resazurina

El ensayo de la resazurina, mide actividad metabolica celular debido a que las
enzimas respiratorias reducen la sal de resazurina (de color azul y no fluorescente) a
resorufina (de color rosa y fluorescente). Esta técnica tiene la particularidad de que se puede
medir mediante espectroscopia UV-vis y espectroscopia de fluorescencia. Al igual que MTT,
dicha técnica mide actividad metabdlica por lo que se asume que la actividad metabdlica

esta directamente relacionada con la viabilidad celular.

Este ensayo se midi6 mediante espectroscopia UV-vis siguiendo adaptando el
protocolo publicado en el trabajo publicado de Lee y Jain.!® Partiendo del biofilm maduro
tratado con NPC y NPC-500 + luz (descripto en la seccion 3.5.), se realizaron 3 lavados con
PBS y se agregd 500 puL/pocillo de resazurina (90,9 mg/L en PBS) y se incub6 durante 3 hs
en oscuridad a 37°C y agitacion (100 rpm). Transcurrido ese tiempo se diluy6 10 veces la
muestra y se midi6 absorbancia a 570 nm (Abss7o: méximo de absorcion de resorufina) y
620 nm (Abss2o: absorcion de resazurina). Para calcular el % de reduccion de resazurina

calculados mediante la siguiente formula:
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% de reduccién = (eresa—620 X AbSs70) — (Eresa—s570 X AbSe20) (10)
Ereso—570 X AbSe20) — (€reso—620 X AbSs70)

Donde:
€resa-620 = € de resazurina a 620 nm que es igual a 112900M! cm™!
€resa-570 = € de resazurina a 570 nm que es igual a 80586 M! cm’!

€reso-570 = € de resazurina a 570 nm que es igual a 14652 M cm™!

Ereso-620 = € de resazurina a 620 nm que es igual a 4874 M cm’!

Para expresar los datos obtenidos, se considerd al promedio del grupo control (en
oscuridad o irradiado segun corresponda) como el 100 % de viabilidad celular y en base a
ello se establecieron los porcentajes de reduccion de la biomasa de las muestras en oscuridad

o irradiadas.

3.5.4.4. Cuantificacién de proteinas libres en el sobrenadante del biofilm

En este ensayo la reaccion de Bradford se usa para cuantificar las proteinas del
biofilm que se han liberado al sobrenadante luego de la PDI. Estas proteinas liberadas pueden
surgir tanto de la lisis celular como de la desintegracion de componentes proteicos de la
matriz de EPS y son un indicativo del dafio oxidativo producto de la fototerapia. Para ello,
se utilizd el reactivo colorimétrico de Bradford'®!, que cuantifica la concentracion de
proteinas utilizando una curva patrén construida con una proteina estandar de concentracion

conocida, en este caso HSA.

Para realizar este ensayo, se adapto el protocolo publicado en el trabajo de Parween
y colaboradores'®?. Tras el tratamiento de PDI (descrito en la seccidon 3.5.2.), se tomaron 50
uL del sobrenadante del biofilm y se mezclaron con un exceso de reactivo de Bradford (250
uL del reactivo + 50 uLL de muestra), incubando la mezcla durante 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, la muestra se diluy6 ocho veces y se midi6 la absorbancia
a 595 nm en un espectrofotometro. Los patrones se prepararon a partir de una solucion de 1

mg/mL de HSA en agua ultra pura y se diluyeron a la mitad de manera seriada. Se sigui6 el
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mismo procedimiento, realizado para los tratamientos, para determinar la absorbancia de los
patrones y luego construir la correspondiente curva de calibracién. Finalmente se utilizd

dicha curva para calcular la concentracion de proteinas liberadas al sobrenadante.

3.5.45. Tincién de la matriz de EPS

Con el objetivo de evaluar el dafio fotoinducido sobre la matriz extracelular del
biofilm, se empled el colorante fluorescente CW, el cual presenta alta afinidad por
polisacaridos estructurales como la celulosa y los B-glucanos, componentes clave de dicha
matriz. E1 CW se une especificamente a enlaces B(1—3) y p(1—4) glicosidicos, permitiendo
la visualizacion y cuantificacion indirecta de la integridad de la matriz extracelular mediante

técnicas de microscopia de fluorescencia.'®?

Luego del tratamiento, se agregaron 2 mL de solucion de CW (0,15 mM, en PBS) a
cada muestra y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese
tiempo, se retird el colorante, se realizaron tres lavados con PBS y se dejo secar la muestra
en posicion vertical. La visualizacion de la muestra se realizo utilizando un microscopio de
fluorescencia de construccion artesanal.!®*!84 Primeramente, se tomaron imagenes de campo
claro y luego imagenes de fluorescencia. El microscopio estd equipado con una fuente de
excitacion LED UV (maximo de emision ~370 nm; FWHM ~7 nm) cuya emision se colima
con lentes y se dirige a la muestra usando un filtro dicroico (390DRLP, Omega). La emision
de la muestra se colectd con un objetivo Reichert 40x 0,66NA, se filtrd espectralmente con
un filtro de emision de paso largo (390ALP, Omega), y se enfoco en el chip de una camara

CMOS (IDS, U3-3060CP-M-GL).

3.5.4.6. Microscopia electronica de barrido para biofilms

El dafio micro/nano-estructural del biofilm producido por la fototerapia fue evaluado
directamente mediante la obtencion de imagenes SEM. La preparacion de las muestras se
realizo siguiendo el mismo protocolo utilizado para cultivos planctonicos (seccion 3.5.3.3.),
con excepcion de la etapa final del secado. En este caso, no se realizo el secado supercritico;

si no que después de la ultima etapa de deshidratacion con etanol, las muestras se dejaron en
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un desecador durante 48 h. Posteriormente se metalizaron con oro y la visualizacion se

realizo en las mismas condiciones detallas en la seccion 3.5.3.3.

3.6. Ensayos de biocompatibilidad en células eucariotas

Los ensayos de biocompatibilidad sobre células eucariotas se consideran un requisito
fundamental para evaluar la seguridad (es decir la biocompatibilidad con el huésped) de las
nanoparticulas utilizadas en la PDI. Para un analisis integral, se seleccionaron dos ensayos
complementarios: i) viabilidad de fibroblastos, que evalta la citocompatibilidad o toxicidad
directa sobre células tisulares; y 1) hemolisis (porcentaje de lisis de eritrocitos), que evalua
la hemocompatibilidad, un indicador clave de seguridad sistémica ante un posible contacto

con la sangre.

3.6.1. Ensayo de MTT sobre fibroblastos

Se eligieron fibroblastos porque representan el modelo estandar de células eucariotas
no tumorales utilizadas para determinar la citotoxicidad basal de nanomateriales, ya que
participan activamente en la formacion y regeneraciéon de tejido conectivo. Su alta
sensibilidad a cambios en la morfologia, adhesion y metabolismo los hace buenos

indicadores de biocompatibilidad tisular 1?2,

Para realizar estos ensayos, se trabajo en colaboracion con el Dr. Luis Ibarra y el Dr.
Matias Caverzan, integrantes del grupo de investigacion. El protocolo utilizado estd
publicado en un trabajo previo de dichos autores!??. Se utilizaron lineas celulares MCR-5
derivadas de fibroblastos humanos (ATCC® CCL-171™). Se cultivaron 10* células/pocillo
durante 24 h en placas de 96 pocillos utilizando medio DMEM suplementado. Se retir6 el
medio y las células se incubaron en una atmosfera de CO2 al 5 % a 37 °C con soluciones de
particulas (100 pL/pocillo) a diferentes concentraciones en dextrosa al 5 % durante 1 h en
oscuridad. Transcurrido ese tiempo, la solucién se sustituyd por DMEM fresco
suplementado y las células se incubaron durante 24 h en una atmésfera de CO> al 5 % a 37
°C. El medio de crecimiento se sustituy6 por 100 pL/pocillo de DMEM con 100 pg/mL de

solucion de MTT (0,5 mg/L) y las placas se incubaron durante 2 h en una atmosfera de CO»
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al 5 % a 37 °C. Tras la incubacion, se descarto el sobrenadante y los cristales de formazan
se disolvieron afiadiendo 100 pL. de DMSO por pocillo, con agitaciéon suave para asegurar
su completa disolucion. La absorbancia de las muestras y el solvente se midi6 a 570 nm para
luego restar el blanco. Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad celular =

100 x (absorbancia del tratamiento / absorbancia media del control).

3.6.2. Ensayo de hemolisis de eritrocitos

El ensayo de hemolisis es un que permite identificar la hematocompatibilidad de
nanomateriales proporcionando informacion relevante sobre posibles interacciones adversas
con los distintos componentes sanguineos. Su fundamento se basa en la cualificacion de la
ruptura de la membrana eritrocitaria y la consecuente liberacion de la hemoglobina. Una tasa
de hemolisis menor al 5 % es considerada aceptable segiin normas ISO 10993-4 para

materiales biomédicos'®.

Este ensayo se realizo siguiendo el protocolo publicado previamente en el trabajo de
Abalos y colaboradores'®®. Se evalué el comportamiento hemolitico en oscuridad de distintas
nanoparticulas sobre eritrocitos de adultos sanos. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre
de adultos humanos sanos a las cuales se les agregd heparina como anticoagulante tras la
extraccion. Luego, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm, se descarto el
sobrenadante y los eritrocitos contenidos en el precipitado se lavaron con solucion de glucosa
al 10 % volviendo a centrifugarse a 2000 rpm. Este paso de lavado se realizd 3 veces.
Posteriormente, se realizo la solucion de eritrocitos se diluyo cinco veces en una solucion de
glucosa al 20 %, y en una segunda instancia se esta suspension se diluy6 a la mitad con las
suspensiones de NPCs de modo tal que la concentracion final de eritrocitos fue de 1:10 y
distintas concentraciones de particulas. Se incubd por 1 h a 37 °C en oscuridad y se
centrifugod la solucion a 2500 rpm por 10 min para eliminar los eritrocitos del medio, se
tomaron 100 pL de cada muestra y se midio la absorbancia a 450 nm. Como control positivo
de hemolisis total, se afadid a una muestra solucion acuosa de T X-100 al 1% v/v (1 mL de
T X-100 en 100 mL de glucosa al 10 %). El porcentaje de hemolisis se calculdé mediante la

siguiente ecuacion:

abs muestra—abs control

% de hemolisis = ( ) X 100 (11)

abs control positivo
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3.7. Andlisis estadisticos

Todos los datos cuantitativos se presentan como media + desviacion estandar (SD) de las
distintas réplicas, a menos que se indique lo contrario. Los siguientes experimentos se
realizaron por triplicado: caracterizacion de particulas, unidén bacteriana y estudio post
fotodindmico de cultivos planctonicos. Los ensayos post fotodinamicos de biofilms se
midieron por octuplicado. Los ensayos de biocompatibilidad de células eucariotas se
hicieron por quintuplicado. La significancia estadistica se determindé mediante ANOVA de
una via seguido de una prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. En los
graficos, las diferencias estadisticamente significativas entre grupos se indican con
asteriscos, de acuerdo con los siguientes umbrales de probabilidad (valor p): * para p <0.05,

** para p <0.01, *** para p < 0.001 y **** para p <0.0001.
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Capitulo 4:

RESULTADOS PARTE 1
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4. RESULTADOS
4.1. PARTE |

En la primera parte de este capitulo se describen los resultados obtenidos para el
siguiente objetivo especifico: Sintetizar y caracterizar NPCs fotoactivas con distintas
modificaciones superficiales que tengan un impacto en el direccionamiento
(vectorizacion) contra células cancerigenas o bacterianas. Para una mejor comprension,
los resultados de este objetivo se dividieron en dos partes: la primera estd enfocada en el
direccionamiento de las particulas desarrolladas hacia células bacterianas, y la segunda parte
se enfoca en el desarrollo de particulas orientadas hacia células cancerigenas. Los resultados
correspondientes a la segunda parte de este objetivo se abordaran en la parte II de este

capitulo.

En esta seccion se detallan resultados obtenidos para el desarrollo de NPCs del tipo
core/shell, las cuales se disenaron especificamente para mejorar la interaccién con las
envolturas bacterianas. La estrategia para el desarrollo de estas nuevas particulas se baso en
la incorporacion de un PC catiénico denominado PFN (figura 8), el cual se adsorbi6 en la
superficie de una NPCs previamente desarrollada dentro del grupo de trabajo. En base a
antecedentes previamente publicados, se sabe que las NPCs presentan carga superficial

141,175

negativa , por lo tanto el desarrollo experimental de esta etapa se baso en las siguientes

hipotesis:

+ Debido a la diferencia de cargas entre el PC cationico PFN y la NPCs anionica, se
lograria adsorber el PFN en la superficie de las mismas originando a las
nanoparticulas del tipo core/shell. Este proceso deberia invertir la carga superficial
de las NPCs

+ Las NPCs core/shell conservarian la eficiencia de produccién de 02 que presentan
las NPCs desarrolladas previamentg?’:142

+ Debido a su carga positiva, las NPCs del tipo core/shell interaccionarian en mayor
medida con las envolturas bacterianas y componentes de la matriz del biofilm que
las previamente desarrolladas. Esta mejora en la interaccidn se corresponderia a que
dichos componentes bacterianos exhiben una carga superficial negativa

+ Una mejora en la interaccion entre bacterias y NPCs del tipo core/shell deberia

traducirse en una mayor eficiencia en la PDI
.;.
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4.1.1.Caracterizacion del PC cationico PFN

El PFN es un polimero conjugado catiénico que absorbe fuertemente en el rango UV-
A, su maximo de absorcion se encuentra a 392 nm y presenta un espectro de emision de
fluorescencia que consta de varios vibronicos que emiten por encima de los 400 nm (figura
16). A causa de los grupos amonios cuaternarios en su estructura (figura 7), el PFN se
disuelve con gran facilidad en metanol y etanol, es parcialmente soluble agua, pero es

insoluble en THF.
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Figura 16. Espectro de absorcion UV-vis y fluorescencia del PFN. La linea contina
corresponde al espectro de absorcion (4,2 mg/L) y la discontinua al espectro emision de
fluorescencia (1,06 mg/L, Aexc = 392 nm slit 1, Aemi = 405-600 nm slit 1, sefial S1c). Para

ambas medidas, el PFN esta disuelto en metanol.

El PEN presenta un € de 93,97 (L g ecm™) a 392 nm obtenido de manera empirica
en este trabajo, usando la ley de Lambert y Beer. Se utiliz6 el valor de € para calcular la
concentracion de PFN necesaria para realizar los ensayos de adsorcion de dicho polimero

sobre la superficie de las NPCs.

Es importante destacar que el valor de € calculado para PFN es similar al calculado
previamente dentro del grupo de trabajo para el PC polifluoreno (PFO, €39 = 104 L g! cm’
.87 Este resultado es esperable porque ambos polimeros son muy similares
estructuralmente y la Unica diferencia entre ellos se debe a la presencia de los grupos

amonios cuaternarios en el PFN.
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4.1.2. Caracterizacién de los componentes que conformaran a las NPCs core/shell

En la figura 17 se muestran los espectros de absorcion de las siguientes soluciones:
PFN en metanol (curva azul), FSBT en THF (curva amarilla) y PtOEP en THF (curva fucsia).
En el rango espectral estudiado el espectro del PFN muestra un solo pico a ~ 390 nm, como
se menciond anteriormente, mientras que el F8BT presenta 2 picos caracteristicos a ~ 325y
~ 455 nm, los cuales mantienen sus posiciones espectrales en las NPC. Asumiendo que el
contacto cercano de los componentes no afecta significativamente a sus transiciones
electronicas desde el estado fundamental, el espectro de las NPCs core/shell debe tener una
estructura que contenga a los 3 picos caracteristicos de los dos polimeros que las conforman.
En el espectro de absorcion de PtOEP, se observan claramente los picos correspondientes a
las tipicas bandas Soret y Q de las porfirinas. Dichas transiciones también deberian
observarse en el espectro de las NPCs core/shell cuando se encuentren dopadas

volumétricamente con dicha porfirina.
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Figura 17. Espectros de absorcion de los componentes de NPCs core/shell Espectros
de absorcion de F8BT en THF (9,7 mg/L, amarillo), PFN en metanol (4,2 mg/L, azul) y
PtOEP en THF (fucsia, 2,7 mg/L).

En la figura 18, se observan los espectros de emision del PFN en metanol (curva
azul), F8BT en THF (curva amarilla) y PtOEP en THF (curva fucsia). Para tomar estos

espectros se prepararon soluciones de cada uno de dichos componentes con una absorbancia
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de 0,1 a la longitud de onda usada para realizar la excitacion. Para tomar el espectro de
emision de la porfirina, la solucion fue desoxigenada con N> durante 20 minutos; esto se
debe a que el O, desactiva eficientemente la emision de la misma. El espectro de emision del
PFN tiene su méximo de emision en 413 nm. El espectro de emision del F8BT tiene su
maximo de emision a 540 nm. En la figura también se observa que a 600 nm la intensidad
de emision del F8BT es elevada mientras que la emision del PFN es esencialmente nula.
Esto es una consideracion importante para ensayos posteriores. La porfirina PtOEP muestra

un maximo de emision alrededor de 650 nm.
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Figura 18. Espectros de emision de los componentes utilizados en la sintesis de NPCs
core/shell. Espectros de emision de F8BT en THF (amarillo, 2,4 mg/L, Aexc = 456 nm slit
1, Aemi = 470-750 nm slit 1, sefial S1c), PFN en metanol (azul, 1,06 mg/L, Aexc = 392 nm
slit 1, Aemi = 405-600 nm slit 1, sefal S1c ) y PtOEP en THF ( 0,6 mg/L, Aexc = 535 nm slit
2, Aemi = 555-900 nm slit 3, sefial S1c).

4.1.3. Sintesis de NPCs con distintos agregados de PFN

En la primera etapa de obtencion de NPCs del tipo core/shell, se sintetizaron NPCs
compuestas solamente por F8BT (denominadas como NPC) y posteriormente se adicionaron
distintas concentraciones de PFN para formar el shell (10 — 100 % p/p), los detalles
experimentales se describen en la seccion 3.2.1.4. Se utilizé una suspension de NPC para
cada % de PFN agregado, por esta razon las medidas son independientes entre si. Una vez
obtenidas, se caracterizaron espectrofotométricamente, se midié6 su Dy y se evalud la

estabilidad coloidal de las mismas. En funcion de estos parametros analizados, se seleccion6
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una concentracion de PFN definitiva. Es importante destacar que el F8BT es un PC
eléctricamente neutro pero, por mecanismos que aun no estan del todo esclarecidos, cuando
se autoensambla formando NPC, presenta carga superficial negativa en suspensiones
acuosas. Una posible explicacion seria la oxidacion superficial de dicha particula durante su
sintesis por nanoprecipitacion.!®® En este contexto, las interacciones electrostaticas entre
PFN y NPC tendrian un papel crucial en la arquitectura de las NPCs core/shell. En
consecuencia, la proporcion de PFN utilizado es un parametro critico para la obtencion de
particulas coloidalmente estables y que a su vez preserven las propiedades fotodindmicas tan

deseables de este sistema.

4.1.3.1. Caracterizacion de NPC con agregado de distintos % de PFN

La figura 19 presenta los espectros de las suspensiones de NPC a las que se agregaron
distintos porcentajes de PFN. En los espectros se observa la presencia de las bandas
caracteristicas de los dos PCs: el pico que correspondiente al PFN a ~ 400 nm y los dos picos
del F8BT a~ 325 y ~ 455 nm. A medida que aumenta el % de PFN, se observa como aumenta
la intensidad de la banda a ~ 400 nm, mientras que el resto del espectro se mantiene
aproximadamente igual, con excepcion de las NPC que contienen 10 y 20 % de PFN. Estos
dos ultimos espectros no se muestran debido a que a estas concentraciones de PFN Ila

dispersion de NPC se torna inestable y las mismas precipitan.
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Figura 19. Espectros de absorcion UV-vis para suspensiones de NPC con agregado de
distintos % de PFN. NPC (10 mg/L, gris) y NPC + distintos % de PFN (celeste). Los
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colores van desde el celeste claro al mas oscuro a medida que aumenta la concentracion de

PFN.

Se tomaron espectros de excitacion y emision de las suspensiones de NPC con
agregado de distintos porcentajes de PFN. Para adquirir dichos espectros, se igualaron las
absorbancias de todas las suspensiones a A4s6 = 0,1 y se tomaron en iguales condiciones
instrumentales monitoreando la fluorescencia del F8BT. En un paso posterior, se
normalizaron todos los espectros utilizando como referencia al espectro de emision de NPC.
En la figura 20 se presentan los espectros de emision normalizados de las suspensiones de
NPC con distintos agregados de PFN. En dichos espectros, se observa un angostamiento del
espectro de emision de las NPC a medida que aumenta el % de PFN agregado. Se conoce
que el espectro de emision de las NPC es la convolucion de la respuesta de los “cuasi-
cromoéforos” que se encuentran en mayor o menor medida expuestos al agua. Luego, los
resultados mostrados en la figura 20 podrian indicar que la presencia del PFN hace menos

polar el medio percibido por los “cuasi-cromoéforos” del F8BT.
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Figura 20. Espectros de emision normalizada para suspensiones de NPC con
agregado de distintos % de PFN. Los colores van desde celeste claro al mas oscuro a

medida que aumenta la concentracion de PFN. Condiciones de medicion para todas las

muestras: Aexc =456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm slit 1, sefial Slc, 2,4 mg/L.
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En cuanto a los espectros de excitacion, se fij6 la longitud de onda de emisioén a 600
nm, en vez de 540 nm, que corresponde al maximo de emision del F8BT, dado que a esta
longitud de onda se observa algo de la emision del PFN (ver figura 18), mientras que a 600
nm dicha emision es insignificante. De esta forma, el monitoreo a 600 nm asegura la
deteccion de fotones emitidos exclusivamente por F8BT. En la figura 21 se presentan los
espectros de excitacion normalizandolos al maximo de absorcion de las NPC (456 nm) con
los distintos % de PFN. En dichos espectros se observa, ademas de la estructura propia del

F8BT con sus dos bandas en ~ 325 y ~ 450 nm, la caracteristica del PFN a ~ 400 nm.
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Figura 21. Espectros de excitacion normalizados para suspensiones de NPC con
agregado de distintos % de PFN. NPC (2,4 mg/L, gris) y NPC + distintos % de PFN
(celeste). Los colores van desde el celeste mas claro al més oscuro a medida que aumenta
la concentracion de PEN. Condiciones de medicion: Aemi = 600 nm slit 1, Aexe = 325-590 nm

slit 2, senial S1/R1c).

La aparicion de este ultima banda a ~ 400 nm cuando se monitorea exclusivamente
la fluorescencia del F8BT, da indicio de un proceso de ET-SS desde el PFN hacia el F§BT.
Dicho proceso es termodindmicamente factible debido a que el primer estado excitado de
PFN ('PFN*) tiene mayor energia que el 'F8BT*, sumado a la superposicion espectral entre
la emision del PFN (que actia como donor de energia) y la absorcion del F8BT (que actua
como aceptor de energia. Otro requisito para que se produzca el proceso de ET-SS es la corta

distancia que debe haber entre donor y aceptor como se detalld en el marco tedrico (seccion
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2.7.1.). Este ultimo requerimiento permite confirmar la efectiva adsorcion del PFN a la

superficie del F8BT originando asi a las NPC@PFN,.

Se calculo6 el porcentaje de ET a partir de los espectros de absorcion y excitacion de
las NPC y NPC@PFN, (el detalle de este calculo se desarrolla mas abajo en la seccion
4.1.4.1.) y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3. Inicialmente, a medida que
aumenta el % de PFN, se observa un aumento de la ET, siendo mayor el % de ET para el 70
% de PFN. Sin embargo, con los aumentos posteriores de PFN el % de ET comienza a
disminuir. Este resultado es consistente con el engrosamiento del skell, el cual aleja al dado

de energia del core y en consecuencia, disminuye la eficiencia del proceso de ET-SS.

Tabla 3. Calculo de ET para NPC@PFNn

Porcentaje de PFN  Transferencia de
en NPC@PFNn (%) energia (~ %)

30 15
40 15
50 15
60 15
70 20
80 15
90 10
100 7,5

Los resultados hasta aqui mostrados confirman que efectivamente se produce la
adsorcion del PFN en la superficie de la NPC con la consecuente formaciéon de la
NPC@PFN,. De todos los % de PFN utilizados, cuando la proporcion de PFN es del 70 %
(NPC@PFN) se registro la mayor eficiencia en la ET, la cual se encuentra alrededor del 20

%.

Por ultimo, se midio el tamafio de las suspensiones de NPC@PFN,, para evaluar si la

presencia del PFN modifica significativamente el Du de las mismas y los resultados
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obtenidos se presentan en la figura 22, concluyéndose que se producen cambios

significativos en el Dy de las NPC@PFN, a medida que aumenta el % del PFN.
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Figura 22. Dy de NPC@PFNu. El rango de colores va desde celeste claro a oscuro a

medida que aumenta el % de PFN. Concentracion de particulas usada: 10 mg/L.

De todas las NPC@PFN, obtenidas, se eligi6 a NPC@PFN7o para posteriores
estudios, denominada de ahora en mas simplemente como NPC@PFN. La eleccion de esta
particula se debe principalmente a que mostrd el mayor porcentaje de TE, indicativo de la
formacion del core. Pero un gran inconveniente que presentan las NPC@PFN7o, es una
limitada estabilidad coloidal dificultando la posibilidad de obtener soluciones concentradas;
siendo este un requisito imprescindible para los ensayos de PDI sobre cultivos bacterianos.
Para resolver este inconveniente se procedid a realizar NPCs core/shell modificando la
composicion del core. En base a antecedentes previos, se sabe que el agregado de un PE
anfifilico aumenta la estabilidad coloidal de las particulas en suspensiones acuosas y
principalmente en soluciones de elevada fuerza idnica (buffers). Por lo que se procedio a la

utilizacion de NPC:PSMA como core de las NPCs core/shell.

4.1.4.Sintesis de NPC:PSMA@PFN

En esta seccion se realiza un estudio comparativo entre NPC@PFN vy
NPC:PSMA@PFN, con el objetivo de evaluar si la presencia del PSMA afecta la fotofisica
de las NPCs core/shell.
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4.1.4.1. Caracterizacion de NPC:PSMA@PFN

El primer paso en la caracterizacion consistidé en tomar espectros de absorcion UV-
vis de NPC@PFN y NPC:PSMA@PFN, los cuales se presentan en la figura 23. Es
importante aclarar que a partir de este momento todos los tipos de NPCs core/shell contienen
70 % de PFN, independientemente de la composicion del core. En color gris y beige se
presentan los espectros de absorcion de NPC y NPC:PSMA respectivamente, mientras que
en color celeste y verde muestran los espectros de absorcion de NPC@PFN vy
NPC:PSMA@PFN respectivamente. Para estas dos ultimas, en ambas se evidencio la
presencia del PFN a ~ 400 nm. Al mismo tiempo, se identificaron las bandas caracteristicas

del F8BT con sus transiciones a ~ 325 y ~ 456 nm en todos los casos.

NPC
0,9+ NPC@PFN

c NPC:PSMA

‘5 NPC:PSMA@PFN

S 0,6

0

-

2

0 0,34

<
0,0

250 300 350 400 450 500 550
Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectros de absorcion UV-vis de NPC, NPC:PSMA y NPC@PFN y
NPC:PSMA@PFN. Gris: NPC (9,7 mg/L), celeste: NPC@PFN (13,7 mg/L), beige:
NPC:PSMA(10,2 mg/L) y verde: NPC:PSMA@PFN (15,8 mg/L).

En segunda instancia, se tomaron espectros de emision de las cuatro particulas. Estos
experimentos se realizaron igualando las absorbancias de todas las suspensiones a A4s6 = 0,1
y se tomaron en iguales condiciones instrumentales. En un paso posterior, se normalizaron
todos los espectros utilizando como referencia al espectro de emision de NPC:PSMA. Los
espectros de emision se presentan en la figura 24. Cuando los espectros no se encuentran

normalizados (figura 24A), se observa una mayor Ir para NPC@PFN (curva celeste) y

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 89



NPC:PSMA@PFN (curva verde) con respecto a NPC (curva gris) y NPC:PSMA (curva
beige) respectivamente. El aumento en la Ir es mas significativo cuando las particulas
contienen PSMA. Este efecto podria explicarse Considerando un cambio en la poblacion o
un cambio en la accesibilidad de los sitios de extincion de excitones no emisivos o centros
de recombinacion (Q), los cuales han sido reportados previamente para este tipo de
particulas.'®” Estos sitios Q son defectos que se encuentran principalmente en la superficie
de las NPC y pueden provenir de defectos en la sintesis del polimero o a especies cargadas
como polarones (pares hueco/electrén débilmente interactuantes). Luego, la presencia del
PFN podria estar neutralizando la carga negativa de los polarones impidiendo la interaccion

exciton — sitio Q.

Cuando los espectros estdn normalizados (figura 24B), se observa un afinamiento en
la estructura tipica del espectro de emision (del F8BT contenido en la NPC) para las
NPC:PSMA@PFN (curva verde). La modificacion en el espectro de emision de esta
formulacion, da un indicio de que existe una mayor interaccioén entre F8BT y PFN producto

de la formacion de la NPC:PSMA@PFN, que en la NPC.
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Figura 24. Espectros de emision de NPC, NPC:PSMA y NPC@PFN y
NPC:PSMA@PFN. (A) Espectros sin normalizar. (B) espectros normalizados. Gris: NPC,
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celeste: NPC@PFN, beige: NPC:PSMA y verde: NPC:PSMA@PFN. Condiciones de
medicion para todas las muestras: Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm slit 1, sefal Slc,

2,4 mg/L.

Como la diferencia de Ir entre NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN es bastante
significativa, se calculd el ¢r de ambas nanoparticulas (segun el protocolo detallado en la
seccion 3.3.6. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: para NPC:PSMA el ¢pr= 0,093
y para NPC:PSMA@PFN el obtenido fue de ¢r =0,16, casi el doble que el obtenido para
NPC.

Por otro lado, se tomaron espectros de excitacion normalizados correspondientes a
las cuatro formulaciones, los cuales se muestran en la Figura 25. De manera andloga a lo
observado para las NPC@PFN, (ver Figura 21), se evidencia la apariciéon de una banda
centrada en ~400 nm, atribuida a la adsorcion del PFN en la superficie de las NPC@PFN.
Dado que se midi6 especificamente la Ir del F8BT, la presencia de esta banda es evidencia
de un proceso ET-SS desde el PFN hacia el F8BT, tal como se observd previamente.
Asimismo, la contribucion relativa de esta banda resulta mas intensa en NPC:PSMA@PFN
que en NPC@PFN, lo que vuelve a sugerir que la incorporaciéon de PSMA favoreceria la
adsorcion de mayores cantidades de PFN sobre la superficie de la nanoparticula. Este
comportamiento puede entenderse considerando la mayor densidad de carga negativa
reportada para NPC:PSMA en comparacion con NPC, atribuida a la presencia de PSMA, el
cual presenta cargas negativas en soluciones acuosas. En consecuencia, se promueve una
interaccion electrostatica mas fuerte entre el PFN, de naturaleza cationica, y la superficie

anidnica de las NPC:PSMA.
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Figura 25. Espectros de excitacion de NPC, NPC:PSMA y NPC@PFN y
NPC:PSMA@PFN. Gris: NPC, celeste: NPC@PFN, beige: NPC:PSMA y verde:
NPC:PSMA@PFN. Condiciones de medicion para todas las muestras: Aemi = 600 nm slit 1,
Aexe = 315-590 nm slit 2, senal S1/R1c, 2,4 mg/L.

Se calcul6 el porcentaje de ET desde el PFN hacia el F8BT, para NPC:PSMA@PFN.
Dicho resultado se encuentra alrededor del 70 %, mas del triple que el obtenido para NPC
usando la misma concentracion de PFN (que fue de ~ 20 %, tabla 3). Esto indica que cuando
el core esta compuesto por F8BT + PSMA, aproximadamente el 70 % de los fotones
absorbidos por PFN se transfieren al FSBT dentro de la particula. En la Figura 26 se
presentan los espectros de absorcion y excitacion utilizados para calcular el % de ET desde
el PFN hacia el FS8BT para NPC@PFN (figura 26A) y hacia a NPC:PSMA@PFN (figura
26B). En la figura 26A se muestra: (i) espectro de absorbancia de NPC (gris), (ii) espectro
de absorbancia de NPC@PFN (curva celeste solido), (iii) espectro de absorcion diferencial
que es aproximadamente igual a [(i1) — (i)] (curva azul so6lido), (iv) espectro de excitacion
de NPC@PFN (curva celeste discontinuo), (v) combinacion lineal de (ii) y (ii1) que mejor
se ajusta a (iv) (curva negro so6lido). Mientras que en la figura 26B se muestra (i) espectro
de absorbancia de NPC:PSMA (curva beige), (ii) espectro de absorbancia de las
NPC:PSMA@PFN (curva verde soélido), (iii) espectro de absorcion diferencial que es
aproximadamente igual a [(ii) — (i)] (curva azul sélido), (iv) espectro de excitacion de
NPC:PSMA@PFN (curva verde discontinuo), (v) combinacion lineal de (i1) y (ii1) que mejor
se ajusta a (iv) (curva negro s6lido). La curva negra debe solapar lo mejor posible con cada

curva discontinua (espectro de excitacion), para ello se va modificando el valor del
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parametro ET (restringido a valores entre 0 y 1) hasta alcanzar el mejor solapamiento entre

las mencionadas curvas. Luego se multiplica por 100 y se obtiene la ET %.
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Figura 26. Espectros usados para calcular la ET de NPC@PFN y NPC:PSMA@PFN.
(A) NPC@PFN: (1) espectro de absorcion UV-vis de NPC (gris, 9,6 mg/L), (i1) espectro de
absorcion UV-vis de NPC@PFN (celeste solido), (iii) espectro de absorcion diferencial =
[(i1) — (1)] (azul solido), (iv) espectro de excitacion de NPC@PFN (celeste discontinuo),
(v) combinacion lineal de (i1) y (ii1) que mejor se ajusta a (iv) (negro solido). (B)
NPC:PSMA@PFN. (i) espectro de absorcion UV-vis de NPC:PSMA (beige, 10,3 mg/L),
(i1) espectro de absorcion UV-vis de NPC:PSMA@PFN (verde s6lido), (iii) espectro de
absorcion diferencial = [(i1) — (1)] (azul s6lido), (iv) espectro de excitacion de
NPC:PSMA@PFN, (v) combinacion lineal de (i1) y (iil) que mejor se ajusta a (iv) (negro
s6lido). Condiciones de medicion del espectro de excitacion: Aemi = 600 nm slit 1, Aexc =

315-590 nm slit 2, sefial S1/R1c, 2,4 mg/L

También se midi6 el tamafio de NPC, NPC:PSMA, NPC@PFN vy
NPC:PSMA@PFN, con el objetivo de evaluar si la presencia del PFN afecta de manera
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significativa al tamafio de las distintas particulas. En la figura 27 se presentan los resultados
de Dy para los cuatro tipos de particulas, donde se observa una disminucién significativa del
Dy cuando las particulas tienen PSMA (NPC:PSMA curva beige y NPC:PSMA@PFN curva
verde) con respecto a aquellas que no poseen el PE (NPC, curva gris y NPC@PFN curva

celeste).
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Figura 27. Dy de NPC, NPC:PSMA y NPC@PFN y NPC:PSMA@PFN. Gris: NPC.
Beige: NPC:PSMA. Celeste: NPC@PFN y verde NPC:PSMA@PFN. Concentracion de
particulas usada 10 mg/L.

Los valores de Dy obtenidos y la disminucion del mismo cuando la particula contiene
el PE PSMA, se condice con estudios previos del grupo de trabajo?”'*!; En todos los casos,
cuando se agrega un 20 % de PSMA a la NPC, el Dy de NPC:PSMA se reduce
aproximadamente a la mitad. Este mismo efecto se registra también para NPC@PFN con
respecto a NPC:PSMA@PFN, indicando que la presencia del PSMA estaria favoreciendo
un empaquetamiento mas compacto de la NPC. Como se menciond en la introduccion, las
NPCs core/shell presentan una gran ventaja en comparacion con sus contrapartes desnudas
debido a que esta arquitectura permite combinar las propiedades de los materiales que

componen el core y el shell en un mismo sistema (estructura)®®!12°,

En base a los resultados obtenidos, y debido a la interaccion favorecida entre PFN y
NPC:PSMA (mayor % de ET, mayor empaquetamiento de la particula y mayor estabilidad
coloidal en medios acuosos), se eligieron a las NPC:PSMA@PFN para realizar los ensayos

de PDI.
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4.1.4.2. Estudio de la estabilidad coloidal de NPC:PSMA Yy NPC:PSMA@PFN en
medios bioldgicos

Para realizar los ensayos de PDI, es de crucial importancia evaluar primero la
estabilidad coloidal de las NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en entornos bioldgicos. Las
propiedades fotoquimicas caracteristicas del PS (que, en este caso, son las NPC:PSMA y
NPC:PSMA@PFN) estan relacionadas con su estabilidad coloidal y como consecuencia
afectan la efectividad de la PDI'?°. Es importante trabajar con medios aptos para el cultivo
de microorganismos donde estas particulas no se aglomeren, ya que la formacion de
agregados implica la perdida de sus propiedades fotodindmicas y en consecuencia impediria
la aplicacion terapéutica deseada. Una consideracion muy importante es que el medio de
cultivo utilizado en los ensayos de PDI sea opticamente transparente debido a que en este
tipo de terapias su eficiencia depende directamente de la absorcion de luz por parte del PS.
Un medio de cultivo que tenga un espectro de absorcion significativa en el rango de
longitudes de onda de irradiacion de la fuente de luz, puede competir con el PS por los
fotones reduciendo la fraccion de luz que puede recibir. Asi mismo, un medio de cultivo que
posea proteinas, vitaminas y moléculas cromoforicas (como por ejemplo, rojo fenol usado
para monitorear el pH) pueden afectar la fotofisica de las particulas comprometiendo la

homogeneidad de la dosis de luz aplicada.

En primer lugar, se evalu6 la estabilidad de NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en
PBS, donde se observo a simple vista que en cuestion de minutos se produjo la precipitacion
de las NPC:PSMA@PFN, mientras que las NPC:PSMA se mantuvieron estables (figura 28).
Entonces se descart6 la posibilidad de utilizar PBS para los ensayos biologicos. Un resultado
similar se observo cuando se evaluo la estabilidad de las NPC:PSMA@PFN en solucion
salina (NaCl, 0,45 % p/v) (datos no mostrados). Por esta razoén directamente se descartd la
posibilidad de utilizar las NPC:PSMA@PFN en medios con alta fuerza idnica para realizar

los ensayos de PDI.
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Figura 28. Suspension de NPC y NPC-CS en PBS. Lado izquierdo se muestra una
suspension de NPC:PSMA@PFN y lado derecho una de NPC:PSMA. Imagen tomada

luego de un par de minutos desde que entrd en contacto el PBS con ambas particulas.

Debido a la dificultad de lograr mantener estables a las NPC:PSMA@PFN en
soluciones salinas, incluso durante cortos periodos de tiempo, y la importancia de
mantenerlas estables coloidalmente en un medio apto para el crecimiento bacteriano, se
decidi6 evaluar la estabilidad de dichas particulas en una solucioén de glucosa al 10 %. Este
azucar es la principal fuente de energia de las células, por lo que su presencia asegura la
minima cantidad de nutrientes necesaria para que las bacterias puedan crecer y reproducirse.
Al mantener las NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en glucosa al 10 %, no se evidenciaron
signos de precipitacion a simple vista de dichas particulas inclusive luego de varios dias de

incubacion. Por lo tanto, se procedio a caracterizar ambos tipos de particulas en este medio.

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 96



Previo a la caracterizacion de NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en suspensiones de
glucosa, se procedio a realizar una curva de crecimiento de MRSA en dicho medio para
evaluar si se ve afectado el crecimiento bacteriano en comparacion a su crecimiento en un
medio de cultivo rico en nutrientes. Para ello se utilizd como referencia una curva de
crecimiento en caldo TS, el cual se considera un medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento
de MRSA. En la figura 29 se muestra la curva de crecimiento de MRSA en glucosa al 10 %
en color gris y caldo TS en color negro. Puede observarse que ambas curvas son muy
similares, indicando que la solucion de glucosa al 10 % es una buena alternativa para el

crecimiento de esta cepa bacteriana.

0,6
=i} Caldo TS
1/=@- Glucosa al 10 %
0,54
8 044
O i)
D E
0,34
0,2 4
0 2 4 6 8
Tiempo (h)

Figura 29. Curvas de crecimiento de MRSA en distintos medios de cultivo.
Caldo TS (negro) y solucion de glucosa al 10 % (gris).

Luego de determinar que la solucion de glucosa al 10 % es un medio adecuado para
el crecimiento de MRSA, se procedié a realizar una caracterizacion espectroscopica de
NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en este medio de cultivo. Para ello, se tomaron espectros
de absorcion, emision y excitacion; ademas se midi6 el Dy de ambos tipos de particulas. No
se observaron diferencias en los espectros o el Dy de NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN
medidos en soluciones de glucosa al 10 % o en agua. Estos resultados indican que la solucion
de glucosa al 10 % es un medio Optimo para la realizacion de ensayos de PDI con

NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN.
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4.1.4.3. Caracterizacion de NPC:PSMA+PtOEP@PFN

La ultima etapa de caracterizacion de estas particulas se realizd con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN, las cuales estan dopadas volumétricamente con 10 % de PtOEP.
El dopaje de las particulas con la porfirina es esencial porque la presencia de PtOEP aumenta

la capacidad de produccion de ROS, y en consecuencia seran las NPC:PSMA+PtOEP@PFN

las que se utilizaran en los ensayos de PDI.

En la figura 30 se presentan espectros de absorcion de NPC:PSMA+PtOEP (curva
rosa) y NPC:PSM+PtOEP@PFN (curva verde), donde se observa la apariciéon de dos
transiciones a ~ 384 y ~537 nm las cuales corresponden a las bandas de la porfirina Soret y

Q respectivamente.
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Figura 30. Comparacion de espectros de absorcion de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN en glucosa al 10 %. Rosa: NPC:PSMA+PtOEP (11,1 mg/L).
Verde: NPC:PSMA+PtOEP@PFN (16,2 mg/L).

No se realizo la  caracterizacién de  NPC:PSMA+PtOEP 'y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN mediante espectroscopia de fluorescencia debido a que la
presencia de la porfirina desactiva practicamente toda la emision del F8BT, resultados que

se ha reportado previamente en un trabajo del grupo de investigacion. 2’

Se midié el Dy de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN en glucosa al

10 %. En la figura 31 se presentan los histogramas de distribuciéon de tamafio de
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NPC:PSMA+PtOEP (barras color rosa) y NPC:PSMA+PtOEP@PFN (barras color verde).
Se realizo un ajuste gaussiano sobre ambos histogramas (curva negra) y los Dy obtenidos
fueron de ~ 17 nm y ~ 19 nm para NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN
respectivamente. Se observa que la distribucién de tamafios es homogénea y los Dy en
glucosa al 10 % son muy similares a los obtenidos en agua (ver figura 27) a pesar del

agregado de la porfirina a la matriz de las particulas.
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Figura 31. Distribucion de tamafios de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN obtenida mediante DLS. Los datos de cada muestra fueron
ajustados a una funcidn gaussiana (linea continua negra). (A) NPC:PSMA+PtOEP en color
rosa. (B) NPC:PSMA+PtOEP@PFN en color verde. Concentracion de particulas utilizada
10 mg/L.

Adicionalmente, se tomaron imagenes de TEM de NPC:PSMA+PtOEP@PFN
disueltas en glucosa al 10 %, las cuales se muestran en la figura 32. En dicha figura pueden
observarse NPC:PSMA+PtOEP@PFN a distintas escalas: 200 (figura 32A), 100 (figura

32B) y 50 (figura 32C) nm. Se observa claramente que las particulas presentan forma
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cuasiesférica y que su tamafio es bastante homogéneo. Luego se determinaron los diametros
de estas particulas a partir del andlisis de imagenes con distintas magnificaciones, y con
dichos datos se construy¢ el histograma correspondiente (barras) que se muestra en la figura
32D. Un ajuste gaussiano (linea continua negra) al histograma arroja en un didmetro

promedio y SD de 23 nm, consistente con las medidas obtenidas mediante DLS (~ 20 nm).

[ NPC:PSMA
20+ +PtOEP@PFN

10 15 20 25 30 35 40 45
Diametro (nm)

Figura 32. imagenes de TEM de NPC:PSMA+PtOEP@PFN Magnificaciones de cada
imagen: 200 nm (A), 100 nm (B) y 50 nm (C). (D) Distribucion de tamafios (barras) de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN medidos a partir de las imagenes de TEM y funcidn gaussiana
(linea continua negra) ajustada a los correspondientes datos. Concentracion de particulas

utilizada: 10 mg/L.

4.1.5. Medicion del { de NPC:PSMA y NPC:PSMA+PtOEP@PFN

Un paso crucial en la caracterizacion de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN consistié en medir el { de cada particula, como se describié en
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la seccion 3.3.4. El resultado de estas mediciones es importante porque permitiria confirmar
si se ha logrado la inversion de cargas planteada en las hipotesis de esta tesis. Debido a la
diferencia de cargas entre el PC cationico PFN y la NPC:PSMA+PtOEP anionica, se lograria
adsorber el PFN en la superficie de las mismas originando a las NPC:PSMA+PtOEP@PFN.

Este proceso deberia invertir la carga superficial de las particulas.

Los resultados de las medidas de { se muestran en la figura 33, asi mismo, los
correspondientes { promedio y su DE se encuentran resumidos en la tabla 5. Se observa que
el { promedio de NPC:PSMA+PtOEP (diagrama de cajas rosa) es de -27 + 2,3 nm, mientras
que aquel correspondiente a las NPC:PSMA+PtOEP@PFN (diagrama de cajas verde) es de
16,8 = 1,5 nm. Este resultado confirma que el agregado de PFN produce la inversion de
cargas eléctricas de la particula y por lo tanto termina de confirmar que el PFN se adsorbe a
las NPC:PSMA+PtOEP. De no haberse unido PFN a las NPC:PSMA+PtOEP, seria esperable
que los resultados de esta muestra hubiesen mostrado dos poblaciones de particulas con

diferentes tamanos y cargas opuestas.
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Figura 33. { de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Las medidas se
realizaron en glucosa al 10 %. Concentracion de particulas utilizada: 6 mg/L. Color rosa:

NPC:PSMA+PtOEP y color verde oscuro: NPC:PSMA+PtOEP@PFN.

En  conjunto, las mediciones de { de NPC:PSMA+PtOEP 'y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN aportan evidencia directa y consistente de la formacion de las
particulas core/shell. El valor negativo registrado para NPC:PSMA+PtOEP confirma el

caracter anionico inicial de las mismas, mientras que la inversion hacia valores positivos tras
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el autoensamblado con PFN demuestra de manera inequivoca la modificacion de la
superficie coloidal. Esta inversion de carga es indicativa de la adsorcion efectiva del PC

cationico, validando asi la formacion de la arquitectura core/shell postulada inicialmente.

4.1.6. Calculo del ®4 de NPC:PSMA+PtOEP@PFN

Otra etapa decisiva en la caracterizacion de NPC:PSMA+PtOEP@PFN consistioé en
medir el ®a debido a que este parametro cuantifica la eficiencia fotofisica que tienen estas
particulas como PS para la PDI. la eficiencia de produccion de 'O. estd directamente

relacionado con la eficiencia en las fototerapias.

Se midi6 el ®a de NPC:PSMA+PtOEP@PFN, utilizando el colorante Eosina Y como
referencia, los detalles experimentales se describen en la seccion 3.3.6. En la Figura 34
muestra el espectro de emision NIR en estado estacionario caracteristico de 'O obtenido tras
la excitacion de NPC:PSMA+PtOEP@PFN (curva verde) y eosina Y (curva fucsia) en
soluciones de D>O con excitacion a 486 nm (absorbancia igualada en ambas muestras a dicha
longitud de onda). Estos experimentos arrojaron un valor de ® ~ 0,23 para dichas particulas,
que es esencialmente idéntico al valor medido previamente del grupo de investigacion?”!4?

para las nanoparticulas NPC:PSMA@PFN (®a ~ 0,24) . El significativo ®a que presentan
las NPC:PSMA+PtOEP@PFN las hace muy adecuadas para la inactivacion fotodinamica.

IF (CPS/10%
o BN W A

RS~
12'00 12'30 12'60 12'90 13,20 13.50
Longitud de onda (nm)

Figura 34. Espectros de luminiscencia NIR de 02 utilizados para la determinacién
del ®a de NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Los circulos abiertos corresponden a los espectros
de emision y la linea continua al ajuste gaussiano realizado. Ambos espectros fueron en

D;0 utilizando como fotosensibilizadores eosina Y (referencia, fucsia) y
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NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde), respectivamente. Condiciones de medicion: Aexc = 486
nm slit 29,4, Aemi = 1200-1350 nm slit 30, sefial S1c, abssss = 0,05.

4.1.7. Interaccion entre bacterias y NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN

Conociendo que las NPC:PSMA+PtOEP@PFN presentan carga superficial positiva,
y, a partir de las hipdtesis planteadas inicialmente, se esperaria que presenten una interaccion
electrostatica significativamente mayor con las envolturas bacterianas en comparacion a
NPC:PSMA+PtOEDP, las cuales poseen carga negativa. A partir de estudios previos dentro
del grupo de investigacion >, se sabe que las NPC:PSMA+PtOEP, a pesar de su naturaleza
anidnica, son capaces de interaccionar significativamente con las superficies bacterianas e
incluso se han registrado efectos citotoxicos considerables con el tratamiento de PDI usando
dichas particulas. En consecuencia, una mejora en la interacciébn entre bacterias y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN deberia traducirse en una mayor eficiencia terapéutica como se
explicard en detalle més adelante. La interaccion entre bacterias y NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN, se estudié mediante tres técnicas independientes: citometria de
flujo,  y visualizacion por TEM.

4.1.7.1. Citometria de flujo

El primer ensayo realizado consistié en monitorear la fluorescencia las bacterias que
previamente fueron incubadas con NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN. Para ello se utilizo la
técnica de citometria de flujo, cuyo fundamento y metodologia se detalla en la seccion
3.4.2.1. Se midieron suspensiones de MRSA incubadas con NPC:PSMA o
NPC:PSMA@PFN) a dos concentraciones (5 y 10 mg/L) y utilizando dos tiempos de
incubacion (1 y 24 h), con el objetivo de estudiar como la naturaleza de las particulas, su
concentracion y el tiempo de incubacidon afectan su adsorcidon a bacterias. Se utilizaron
NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN sin dopado volumétrico con PtOEP debido a que, como
se ha mencionado anteriormente, la porfirina inactiva fuertemente la emision del FSBT

contenido en ambos tipos de particulas.
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Una vez delimitadas las poblaciones de eventos relevantes (la seleccion de dichos
eventos se detalla en el anexo), se procedio a estudiar la distribucion de Ir de bacterias
individuales para cada una de las muestras (control de bacteria sola, bacteria incubada con
NPC:PSMA vy bacteria incubada con NPC:PSMA@PFN). Estos datos se presentan en la
figura 35. Los paneles 35A y 35B muestran histogramas correspondientes a bacterias
incubadas durante 1 h y 24 h, respectivamente, con 5 mg/L de particulas. Mientras que los
paneles 35C y 35D muestran histogramas correspondientes a bacterias incubadas durante 1
hy 24 h, respectivamente, con 10 mg/L de particulas. En todas las figuras se ve (de izquierda
a derecha) primero el histograma que corresponde a la autoflorescencia de las bacterias
(curva gris plata), en segundo lugar, se ve el histograma de Ir de bacterias incubadas con
NPC:PSMA (curva rosa) y por ultimo, se observa el histograma de Ir de bacterias incubadas
con NPC:PSMA@PFN (curva verde). Comparando concentraciones (5 vs 10 mg/L,
imagenes izquierdas y derechas respectivamente) se observa un leve corrimiento de los
histogramas hacia mayores valores de Ir cuando el tiempo de incubacion es de 1h, mientras
que para 24 h no se observan diferencias a simple vista (imagenes superiores vs imagenes
inferiores). Esto posiblemente se deba a que luego de 24 h de incubacion, se saturé con
particulas toda la superficie disponible de las bacterias (mas adelante se detallaran los
calculos realizados para estimar la cantidad de particulas que hay por unidad de bacteria, lo
que permitird corroborar esa teoria). Entre estos resultados el hallazgo mas relevante se debe
a que, a pesar de las diferentes concentraciones y tiempos de incubacion evaluados, en todos
los casos se registr6 una mayor Ir cuando las bacterias fueron incubadas con
NPC:PSMA@PFN. Este resultado se debe a la carga positiva de las particulas
NPC:PSMA@PFN promueve una eficiente interaccion electrostatica con las envolturas
bacterianas, que son negativas. Dicho comportamiento indica que la modificacion superficial
de las NPC:PSMA con PFN produce un cambio funcional determinante en la interaccion
entre bacterias y particulas, lo que potencialmente podria optimizar la eficiencia terapéutica

de la PDI.
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Figura 35. Histogramas de emision de células individuales de cada muestra recogidos
en el canal verde. Bacterias solas (gris plata), bacterias incubadas con NPC:PSMA (rosa)
y bacterias incubadas con NPC:PSMA@PFN (verde oscuro). (A) S mg/L 1 hde
incubacion. (B) 5 mg/L 24 h de incubacion. (C) 10 mg/L 1 h de incubacién. (D) 10 mg/L
24 h de incubacion. Condiciones de medicion: Aexc= 488 nm y Aemi = 510 — 540 nm, 10*

eventos.

En la figura 36 se presentan graficos de barra los cuales cuantifican la Ir media de
cada muestra, permitiendo una comparacion mas directa. La figura 36A corresponde a
tiempos de incubacion de 1 h y la figura 36B a 24 h de incubacion. Las concentraciones de
5y 10 mg/L se encuentran en el lado izquierdo y derecho respectivamente para cada tiempo
de incubacion. Se observa un aumento en la IF de varios 6rdenes de magnitud cuando las
bacterias son tratadas con NPC:PSMA@PFN (barra gris verde) en comparacion con las
bacterias sin tratar (barra gris plata) y bacterias incubadas con NPC:PSMA (barra rosa).
Incluso este efecto se observa claramente en las dos concentraciones utilizadas y los dos
tiempos de incubacioén. Con la excepcion de las bacterias que fueron incubadas con 5y 10
mg/L de NPC:PSMA@PFN durante 24 h, donde la Ir no lleg6 a aumentar el doble como en

los casos anteriores.
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Figura 36. Medias geométricas de los histogramas de emision de células individuales
recogidos en el canal verde. (A) 1h de incubacion. (B) 24 hs de incubacion.
Autoflorescencia de las bacterias solas (gris plata), Ir de bacterias incubadas con
NPC:PSMA (rosa) e Ir de bacterias incubadas con NPC:PSMA@PFN (verde oscuro).

Condiciones de medicion: dexc = 488 nm y Aemi = 510 — 540 nm, 10* eventos.

Dentro del grupo de trabajo se ha estudiado previamente la interaccion entre NPC y
bacterias. En el trabajo de Martinez y colaboradores®, donde se utilizaron NPC (de F8BT +
PtOEP + el PE copolimero de poliestireno y polietilenglicol funcionalizado con grupo
carboxilo (PS-PEG-COOQOH)) para realizar PDI sobre varias cepas de bacterias, entre ellas
cepas de MRSA; se observo como aumenta la Ir de baterias individuales en funcion de la
concentracion de nanoparticulas. También en un trabajo posterior de Martinez®® se observé
como aumenta la Ir de bacterias individuales cuando aument6 el tiempo de incubacidon con
NPC:PSMA; este efecto se vio reflejado en distintas cepas bacterianas: MRSA, K.
pneumoniae y C. tropicalis. En el trabajo de Chen y colaboradores se observa un

comportamiento muy similar al descripto en el presente informe; donde estudia mediante
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citometria de flujo la interaccion entre S. aureus y liposomas fotodindmicos. Cuando el
liposoma es cationico, se ve un corrimiento de la fluorescencia hacia mayores valores de
intensidad, lo que indica que la carga positiva favorece la interaccion con las membranas

celulares!'®’.

Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo demuestran que la interaccion
entre las nanoparticulas y las bacterias depende de manera determinante de la carga
superficial de las particulas. Si bien se observo un aumento de la Ir al incrementar la
concentracion de particulas, el efecto mas significativo estuvo asociado a la carga positiva
de las NPC:PSMA@PFN. En todas las condiciones evaluadas, las bacterias incubadas con
NPC:PSMA@PFN exhibieron valores de Ir considerablemente superiores respecto al
control y a las bacterias incubadas con NPC:PSMA, alcanzando incrementos de varios
ordenes de magnitud. Este comportamiento confirma que la carga positiva de las
NPC:PSMA@PFN favorece de manera sustancial su adsorcion sobre la superficie
bacteriana, predominantemente negativa, a través de interacciones electrostaticas. En
definitiva, estos resultados permiten confirmar una de las hipotesis planteadas inicialmente,
donde la carga positiva de las NPC:PSMA@PFN favorece la interaccion con las envolturas

bacterianas.

4.1.7.2. Calculo del £ de bacterias, bacterias + nanoparticulas

El segundo estudio realizado para evaluar la interaccion entre particulas y bacterias
consistid en la medicion del { de muestras de bacterias sin tratar, bacterias incubadas con

NPC:PSMA+PtOEP y bacterias incubadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Los resultados

obtenidos se presentan en la figura 37 y se describen a continuacion.

En primer lugar, se midio la carga superficial de bacterias sin tratar (diagrama de caja
gris plata), las cuales presentan un  de ~ -23 mV. Este valor era esperable, porque se conoce
que todas las bacterias en general poseen una carga superficial negativa debido a la
composicion de su membrana plasmatica y pared celular. Cuando las bacterias fueron
incubadas con NPC:PSMA+PtOEP (diagrama de caja rosa), se observa una leve disminucion
del € (es decir que se vuelve mas negativo) al compararlo con el control de bacterias (de ~ -
23 a ~ -26 mV). Esta disminucion del { se debe a que si bien tanto bacterias como
NPC:PSMA+PtOEP presentan cargas negativas, las particulas logran adsorberse a la
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superficie celular. Este efecto podria atribuirse a interacciones no electrostiticas como
fuerzas de Van Der Waals, interacciones hidrofobicas o puentes ionicos locales. Este efecto
se ha reportado previamente en trabajos publicados dentro del grupo de investigacion®*~°.
Un ejemplo de ello es el trabajo de Martinez y colaboradores®, donde se observd un
comportamiento similar al incubar S. aureus (-18,6 mV) con NPC de F8BT + PS-PEG-
COOQOH. En este caso, el { disminuye levemente (-20,5 mV) a causa de la carga negativa de
dichas particulas (-28,2 mV), indicando la adsorcién de las mismas sobre la superficie

bacteriana. Cabe aclarar que la cepa de S. aureus utilizada en dicho trabajo es diferente a la

usada en esta tesis.

Por otro lado, cuando las bacterias fueron incubadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN
(diagrama de caja verde), se registro una disminucion significativa en el { de la suspension,
pasando de ~ -23 mV (bacterias sin tratar) a ~ -13 mV. Este resultado indica que, debido a
su carga positiva, las NPC:PSMA+PtOEP@PFN se adsorben eficazmente neutralizando en
cierta medida la carga negativa intrinseca de las bacterias. Este resultado se condice

claramente con los ensayos realizados mediante citometria de flujo.

—
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+PtOEP +PtOEP@PFN
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Figura 37. Medicion de { promedio de bacterias incubadas con NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Bacterias sin tratar (gris plata), bacterias incubadas con
NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y bacterias incubadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde

oscuro). Concentracion utilizada 10 mg/L de particulas.

En conjunto, las variaciones observadas en el { de la suspension de bacterias,

bacterias  incubadas con NPC:PSMA+PtOEP y bacterias incubadas con
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NPC:PSMA+PtOEP@PFN constituyen una evidencia directa de la fuerte interaccion
electrostatica que hay entre las NPCs core/shell y las superficies bacterianas. Por lo tanto,
los resultados obtenidos refuerzan la hipotesis de que, debido a su carga positiva, las
NPC:PSMA+PtOEP@PFN interaccionarian en mayor medida con las superficies bacterias
que las previamente desarrolladas (NPC:PSMA+PtOEP). Esta mejora, se deberia a la
interaccion electrostatica producida por la diferencia de carga entre la envoltura bacteriana

anionica y la NPC:PSMA+PtOEP@PFN cationica.

4.1.7.3. Imégenes de TEM de bacterias incubadas con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN

La ultima etapa en el estudio de la interaccion entre NPC:PSMA+PtOEP@PFN y
bacterias consistio en tomar imagenes de TEM de una suspension de bacterias incubadas con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN, tal como se describi6 en la seccion 3.4.2.3. En la figura 38 se
muestran iméagenes de TEM de bacterias + NPC:PSMA+PtOEP@PFN a distintas
magnificaciones. Las bacterias se marcan con una X en color amarillo, y se encuentran como
células individuales (figuras 38B y 38D) o en forma de racimo (figuras 38A y 38B), que es
la forma de crecimiento caracteristica de S. aureus. Por otro lado, se muestran las
NPC:PSMA+PtOEP@PFN las cuales de marcan con flechas verdes. Las particulas poseen
una morfologia cuasiesférica con didmetros ~20 nm, al igual que como se detalld
previamente en la figura 32. Ademas, se observa como las NPC:PSMA+PtOEP@PFN se
encuentran rodeando la superficie bacteriana e incluso se ven algunas particulas

directamente depositadas sobre la superficie de las bacterias.

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 109



.~

s 100.0nm

Figura 38. Imagenes de TEM de MRSA incubadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN.
Barra de escala: 200 nm (A-B) y 100 nm (C-D). Concentracion de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN utilizada: 10 mg/L. Potencia utilizada para la visualizacion 100
mV.

A partir del anélisis de imagenes obtenidas en TEM con distintas magnificaciones,
se construyd un histograma de distribucion de didmetros de las bacterias de la cepa de MRSA
utilizada, el cual se presenta en la figura 39. Un ajuste gaussiano (linea continua negra) al

histograma arroja en un didmetro promedio 591 nm, consistente con los datos reportados en
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bibliografia, donde el tamafo de S. aureus varia entre 500 y 1500 nm segun la cepa y el

estadio del ciclo celular en el que se encuentre. '3%!%
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Figura 39. Diametro de MRSA a partir de imagenes de TEM. Distribucion de tamafios
(gris plata) de MRSA y funcion gaussiana (continua negra) ajustada a los correspondientes

datos.

A partir del didmetro de las NPC obtenido luego del analisis de las imagenes de TEM
(22,9 nm) y del diametro de la cepa de MRSA utilizada (591 nm) se determiné el nimero de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN necesarias para formar una monocapa sobre cada bacteria
individual. Los detalles de este célculo se tomaron de trabajos previos publicados por

93.167 y describen en la seccion 3.4.2.3. A partir de los

integrantes del grupo de investigacion
calculos realizados, se necesitarian ~ 2400 particulas individuales de

NPC:PSMA+PtOEP@PFN para formar una monocapa sobre la superficie de MRSA.

Por otro lado, se hizo una estimaciéon muy simple de la concentracion molar de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN siguiendo dos trabajos previos del grupo®”'’. Esta estimacién
considera entre otras cosas la masa total de material (FSBT+PSMA), la densidad del material
nanoparticulado y el didmetro medio de las particulas. A partir de dicha estimacion, una
solucion de 10 mg/L (que es la concentracion utilizada en todos los ensayos donde se estudio
la interaccion entre bacterias y particulas) de NPC:PSMA+PtOEP@PFN tiene una
concentracion molar de ~ 1,9x10"® M. Mientras que la concentracion de bacterias es 1x10°
UFC/mL, lo que equivale a 1,7x10™'> M. Luego, dividiendo la concentracién de particulas

por la concentracion de bacterias se obtiene la cantidad de NPC:PSMA+PtOEP@PFN
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disponibles por cada bacteria individual. A partir de esta ultima cuenta, se determina que la
cantidad de NPC:PSMA+PtOEP@PFN que hay presentes por cada bacteria individual es de
~ 1,1x10". Es decir que, en las suspensiones utilizadas en estos ensayos, hay ~ 4600 mas
NPC:PSMA+PtOEP@PFN de las que se necesita para formar una monocapa sobre cada
bacteria individual. Estos resultados explicarian porque luego de 24 hs de incubacion de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN y bacterias no se produjo una diferencia significativa en la Ir
registrada, sugiriendo que el proceso de adsorcidon de las particulas sobre la superficie
bacteriana es relativamente rapido; y que dichas membranas se saturan pronto. En
consecuencia, no serian necesarios elevados tiempos de incubacion entre bacterias y

particulas para obtener la eficiencia fotodinamica deseada.

o1 estudian la interaccion entre NPCs

En el trabajo de Wang y colaboradores!
cationicas (estabilizadas con bromuro de cetiltrimetilamonio) y bacterias midiendo (. La
bacteria E. coli tiene un { de ~ -49 mV y luego de ser incubada con la NPCs catiénica dicho
potencial disminuye a ~ -20 mV (se torna menos negativo). El { de las NPCs cationicas
estudiadas estd en ~ 30 mV. El aumento del {, luego de incubar bacterias + NPC, fue
significativo, lo cual es entendible porque estas NPCs catidnicas tienen un ( casi el doble de
positivo en comparacion con las NPC:PSMA+PtOEP@PFN que se han obtenido en esta
tesis (figura 34). A pesar de la significancia lograda en el trabajo de Wang y colaboradores,
es importante destacar que no mencionan la concentracion de NPCs utilizada para dicho
ensayo. En el trabajo de Liu y colaboradores*, se observa el mismo comportamiento que en
el caso anterior: utilizan NPC de un copolimero de poli(porfirina)-b-poli(fluoreno) (PPF),
las cuales presentan un { 24,9 mV y observan que, al incubar dichas particulas con S. aureus

y E. coli, logran invertir la carga de la suspension de bacterias + NPC, aunque no especifican

la concentracién de NPC y de bacteria utilizada para el ensayo.

En varios trabajos se ha registrado que la presencia de grupos amino en la superficie
de las NPCs favorece la interaccion con las membranas bacterianas, lo cual permite una
mejor adherencia (principalmente por el efecto electrostatico) sobre las mismas. Y en

. . . - . 14
muchos casos, esta mayor adherencia produce una mejora en la terapia fotodinamica'*. Una
mejora en dichos procesos (acumulacion e inactivacion) podria deberse a que las NPCs que
contienen grupos amino en su superficie tienden a interaccionar con mayor facilidad,

favoreciendo la interaccion con las membranas celulares'?.
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Esta interaccion mejorada entre bacterias y NPC:PSMA+PtOEP@PFN deberia
traducirse necesariamente en una mejora en la eficiencia de la PDI con respecto a la
utilizaciéon de NPC:PSMA+PtOEP. Dicho efecto podria deberse a que, al estar en contacto
estrecho con las bacterias, la produccion de ROS durante la irradiacion ocurrird de forma
localizada en el mismo espacio fisico donde se encuentran las estructuras bioldgicas. Esto
subsana la gran limitante que tienen estas especies, especialmente el 'Oz, que es su corto
tiempo de vida en medios bioldgicos. Este tiempo limitado deriva en la desactivacion de las
especies a distancias de difusion muy cortas (< 100 nm) lo que impide que reacciones con
las dianas bacterianas cuando ambas estructuras (particulas y bacterias) estan difundiendo

libremente en solucion.

4.1.8.Estudios de PDI
4.1.8.1. Citotoxicidad fotoinducida sobre cultivos plancténicos

Los primeros ensayos para estudiar la citotoxicidad generada por la PDI usando
particulas se realizaron sobre cultivos planctonicos. Estudiar el dafio fotoinducido sobre esta
forma de crecimiento bacteriano permite determinar el efecto producido sobre la poblacion
total, el cual puede ser bacteriostatico o bactericida. La caracterizacion del efecto citotdxico
producido es de gran relevancia para asegurar la eliminacion completa de la infeccion.
Ademas, permite conocer el tiempo de recuperacion bacteriana, si es que ocurre, de las

bacterias que sobrevivieron a la PDI.

4.18.1.1. Curva de muerte

El primer ensayo consistio en realizar una curva de muerte, para el cual se cuantifico
la carga bacteriana (mediante recuento de colonias) en funcion del tiempo de irradiacion y
la concentracion de particulas (los detalles del ensayo se encuentran especificados en la
seccion 3.5.3.1.). Se probaron dos concentraciones de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN: 1y 5 mg/L + un control de bacterias sin particulas.

En la figura 40 se observa como disminuye la carga bacteriana a medida que aumenta

el tiempo de irradiacion. El grupo control (curva gris plata) consistio en bacterias en ausencia
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de particulas que fueron irradiadas en iguales condiciones que los tratamientos con
particulas. En dicho control no se observa una disminucion en la carga bacteriana durante
los 30 min de irradiacion. Lo cual indica que la dosis de luz utilizada no tiene efecto
citotoxico por si misma. Cuando las bacterias fueron tratadas con NPC:PSMA-+PtOEP
(curva color rosa) y luz, se observa una leve disminucioén de la carga bacteriana a medida
que aumenta el tiempo de irradiacion. Luego de 30 min, se logrd una disminucion de 2,03 y
1,54 log en UFC/mL para las dosis de NPC:PSMA+PtOEP de 5 y 1 mg/L respectivamente.
Estos resultados indican que el tratamiento con NPC:PSMA-+PtOEP genera un efecto
bacteriostatico (este efecto indica que se produjo la inactivacion del 99 % de la poblacion
bacteriana'®?).

NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro) y luz se logrd una disminucion de 4,11 log en

En cambio, cuando las bacterias fueron tratadas con 5 mg/L

UFC/mL a partir de los 25 min de irradiacion. Cuando la dosis de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN fue de 1 mg/L se obtuvo una disminuciéon de 3,01 log en
UFC/mL luego de 30 min de irradiaciéon. Los resultados del tratamiento con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN vy luz indican que el efecto producido en la poblacién es
bactericida para las dos concentraciones de NPC:PSMA+PtOEP@PFN. El efecto
bactericida indica que se produjo la inactivacion del 99,9 % y 99,99 % de la poblacion

bacteriana para las concentraciones de 1 mg/L y 5 mg/LL de NPC:PSMA+PtOEP@PFN

respectivamente!®?,
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Figura 40. Curva de muerte de MRSA tratado con NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Disminucion de la carga bacteriana en funcion del tiempo de
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irradiacion y la concentracion de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Se
irradié la muestra cada 5 min (dosis de luz cada 5 min = 4,8 J/cm?) y se cuantificé la carga
bacteriana luego de cada ciclo de irradiacion. Grupo control, MRSA sin particulas (gris
plata), MRSA tratado con NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y MRSA tratado con
NPC:PSMA+PtOEP (verde oscuro). Los colores mas oscuros corresponden a las dosis mas

altas (5 mg/L) y los més claros a las dosis mas bajas (1 mg/L).

Se ha reportado previamente, dentro del grupo de trabajo, la gran capacidad que
tienen las NPCs de inactivar bacterias cuando éstas son irradiadas con luz. En un trabajo
publicado en el afio 2020%, se han tratado distintas especies bacterianas como E. coli, S.
aureus 'y diferentes cepas de MRSA con NPCs compuestas por F8BT + PtOEP + PS-PEG-
COOH (como PE) usando un panel LED (420 + 17 nm, dosis de luz: 4,8 J/cm? cada 5
minutos). En un trabajo posterior de la misma autora®, se utilizaron NPC:PSMA+PtOEP
(10 mg/L) y las mismas dosis de luz, para ensayos de PDI sobre distintos patogenos
asociados a mastitis bovina, entre ellos S. aureus. A pesar de la carga superficial negativa

que presentaron estas particulas, ejercen un efecto significativo en la PDI.

Ademas, en bibliografia se ha reportado ampliamente el efecto mejorado en la PDI
cuando las bacterias son tratadas con particulas cationicas en comparacion a particulas
ani6nicas. Un ejemplo de ello, son los trabajos de Mou®® y Wang!**, donde se compara la
actividad antibacteriana de particulas de BODIPY con carga positiva y negativa frente a S.
aureus. En ambos casos, reportaron una mayor eficiencia terapéutica cuando las particulas
son positivas con respecto a sus contrapartes negativas. Los resultados de estos dos trabajos
se condicen con los presentados en esta tesis, donde el tratamiento con NPC:PSMA-+PtOEP
anionicas genera un efecto bacteriostatico mientras que el tratamiento en iguales
condiciones, de dosis de luz y particulas, con NPC:PSMA+PtOEP@PFN catidnicas genera

un efecto bactericida.

4.18.1.2. Curva de crecimiento post PDI

Con el fin de evaluar si el efecto observado en la curva de muerte corresponde a una

inhibicion reversible del crecimiento para el tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP y luz, 0 a
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un dafio irreversible para el tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz. Se realiz6 una
curva de crecimiento post PDI. En dicho ensayo, se tomaron las suspensiones bacterianas
luego de 30 minutos de irradiacion (dosis de luz 28,8 J/cm?), se pasaron a un medio de cultivo
fresco y se midi6 la la ODgoo cada 1 h, durante 8 h posteriores al tratamiento. Las
concentraciones de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN usadas en este ensayo
fueron 1y 5 mg/L.

Los resultados de recuento de UFC/mL muestran que ambos tratamientos tienen un
efecto significativo. La distincion entre ambos es mas cuantitativa mas que cualitativa,
reflejando diferencias en la eficacia del dafio oxidativo inducido y la capacidad de
regeneracion de las bacterias que sobrevivieron a la terapia. Como la disminucion de la
poblacion bacteriana no es del 100 %, se realizaron curvas de crecimiento con el objetivo de
conocer el efecto citotoxico a largo plazo que ejerce el tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP
y NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz. Para ello se midi6é la ODsoo cada 1 h, durante 8 h

posteriores al tratamiento. Los detalles experimentales se encuentran en la seccion 3.5.3.2.

En la figura 41 se muestran las curvas de crecimiento post tratamiento de MRSA en
ausencia de particulas (curvas color gris plata) , MRSA tratadas con NPC:PSMA-+PtOEP
(curvas color rosa) y bacterias tratadas con NPC:PSMA-+PtOEP@PFN (curvas color verde).
Las figuras 41 Ay 41C corresponden a los controles en oscuridad, y las figuras 41By 41D a
los tratamientos con luz. Del lado izquierdo se muestran los resultados correspondientes al
tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP y del lado derecho el tratamiento con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. En oscuridad, se observé un crecimiento normal (comparado
con el control, gris plata) de MRSA + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y MRSA +
NPC:PSMA+PtOEP (verde oscuro) a las 2 concentraciones estudiadas. Esto confirma
nuevamente la baja toxicidad intrinseca (en ausencia de fotoexcitacion) de las dos
formulaciones de particulas. Al analizar los tratamientos realizados NPC:PSMA+PtOEP +
luz y NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz, se evidencia en primer lugar, un crecimiento celular
adecuado de los controles que no tienen particulas, pero la diferencia entre los tratamientos
es significativa. Cuando las bacterias fueron tratadas con NPC:PSMA+PtOEP + luz (figura
41C), se observo crecimiento celular para las dos concentraciones evaluadas durante las 8 h
de incubacion. Esto indica que algunas células sobrevivieron al tratamiento de PDI, lograron
recuperarse y comenzaron a replicarse. Este resultado se condice con los obtenidos

previamente para la curva de muerte, donde determin6 que el efecto producido por este tipo
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de particulas es bacteriostatico. Como la disminucion de la viabilidad celular no fué
completa luego del tratamiento, queda una cantidad considerable de células capaces de
desarrollarse cuando se encuentran en un entorno adecuado. Mientras que las bacterias que
fueron tratadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz (figura 41D) tuvieron dos efectos
diferentes: cuando la concentracion fue de 1 mg/L si se registrd crecimiento bacteriano a lo
largo de las 8 h; esto podria deberse a que la OD utilizada en este ensayo fue mucho mayor
que la utilizada en la curva de muerte entonces, la concentraciéon de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN fue insuficiente para eliminar la elevada carga bacteriana total.
La mayor densidad de carga bacteriana utilizada en este ensayo con respecto al anterior
obedece a la necesidad de poder seguir el crecimiento bacteriano mediante
espectrofotometria UV-vis. En cambio, cuando el tratamiento se realiz6 con 5 mg/L de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN, no se registro crecimiento bacteriano a lo largo de las 8 h. Esto
se condice claramente con los resultados de la curva de muerte, donde la accion producida
por este tratamiento es bactericida. La disminucion de la viabilidad celular luego del
tratamiento fue tan grande que no quedaron suficientes bacterias viables para crecer y

generar una poblacion apreciable en el tiempo estudiado.

NPC:PSMA+PtOEP A | NPC:PSMA+PtOEP@PFN C
0,5 i Control 1 Control
5 mg/L _._5 mg/L
1 mg/L 1 mg/L
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Figura 41. Curvas de crecimiento post PDI para MRSA tratado con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. (A-C) controles en oscuridad. (B-D)
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tratamiento con luz. Gris plata: control, rosa: tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP y verde
oscuro tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Colores més claros y mas oscuros

corresponden a 1 y 5 mg/L respectivamente de particulas. Dosis de luz usada: 28,8 J/cm?.

En un estudio previo realizado por el grupo de trabajo®*, en el que se implementaron
protocolos PDI sobre distintos tipos de bacterias resistentes a antibidticos (utilizando NPC
de F8BT + PS-PEG-COOH + PtOEP), también se determinaron curvas de crecimiento del
mismo tipo en una cepa de S. aureus (10’ — 10® UFC/mL) incubada sin particulas y con 6,5
mg/L de NPC. A partir de las 4 h de incubacion post irradiacion, comenzé a observarse un
detenimiento notable sobre el crecimiento celular del grupo tratado con NPC + luz, aunque
hubo un leve crecimiento transcurridas las 8 h de tratamiento. Ademas, se aprecia una leve
disminucion de la carga bacteriana en los controles de bacteria + luz y bacteria + NPC sin
luz. Comparando los resultados de dicho trabajo con los mostrados de este informe, se logra
un efecto citotdxico similar en las curvas de crecimiento, lo cual es bastante 16gico debido a
que las formulaciones, condiciones de sintesis y tratamiento son muy similares entre si. Pero,
al analizar los resultados obtenidos a partir del tratamiento de las
NPC:PSMA+PtOEP@PFN, se observa que las mismas generan un efecto citotéxico mucho
mas marcado. Esto indica que la presencia del shell de PFN sobre la particula esta
favoreciendo de la interaccion entre bacteria y NPC:PSMA+PtOEP@PFN aumentando la
efectividad del tratamiento PDI, incluso a menores concentraciones que las previamente
estudiadas. En el trabajo de Liu y colaboradores* donde utilizaron NPCs de PPF para PDI
frente a S. aureus, los autores observaron un efecto similar a partir de 16 mg/L de estas
particulas, una concentracion 3 veces mayor que en lo mostrado en esta tesis y con una dosis
de luz significativamente mayor (600 mW durante 10 min). Cabe recalcar que no se

especifica la carga bacteriana utilizada para este ensayo.

4.1.8.1.3. Iméagenes de SEM de cultivos planctonicos

El ultimo ensayo realizado para estudiar el dafio fotoinducido sobre cultivos
planctonicos consisti0 en tomar imagenes de SEM de cultivos tratados con

NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Esta técnica permite evaluar el dafio
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estructural bacteriano (cambios en la forma y tamafio) producido por el tratamiento. Los

detalles experimentales se describen en la seccion 3.5.3.3.

En la figura 42 se presentan imagenes de SEM tomadas a bajas magnificaciones. Las
imagenes superiores corresponden al grupo control de bacterias sin particulas e irradiadas
(figuras 42A y 42B), las imagenes centrales presentan a bacterias tratadas con
NPC:PSMA+PtOEP y luz (figuras 42C y 42D) y las inferiores muestran a bacterias tratadas
con NPC:PSMA-+PtOEP@PFN + luz (figuras 42E y 42F). En términos generales, se observa
una disminucion en la carga bacteriana en las imagenes de los tratamientos con respecto al
control. Dicha reducciéon es mas pronunciada cuando la bacteria ha sido tratada con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz. La menor cantidad de células detectadas podria atribuirse
a que dicho tratamiento desencadena muerte celular por lisis, lo que implica la pérdida de la
integridad estructural bacteriana. En consecuencia, gran parte de la biomasa bacteriana se ha
perdido durante los pasos de centrifugacion y lavados requeridos para la preparacion de la
muestra. Por ello, es probable que las bacterias observadas correspondan tnicamente a
aquellas que conservaron suficiente integridad estructural tras el tratamiento previo a la toma
de imagenes. Si bien hubiera sido deseable minimizar los pasos de lavado y centrifugacion
para evitar la posible pérdida de biomasa, los multiples pasos de lavado y deshidratacion son
indispensables para garantizar una adecuada preparacion y visualizacion de las muestras de

acuerdo con el protocolo puesto a punto previamente.
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Figura 42. Imagenes de SEM de cultivos planctonicos tratados con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN, magnificaciones 3 y 7 KX. (A-B)

control de bacteria MRSA sola irradiada. (C-D) bacteria tratada con NPC:PSMA+PtOEP y
luz. (E-F) bacteria tratada con NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz. Barra de escalas de 10 um
(lado izquierdo) y 2 um (lado derecho).

En la figura 43 se muestran imagenes de SEM organizadas de la misma manera que
para la figura 43, pero con magnificaciones mayores. En estas figuras comienza a verse con
mayor detalle cada muestra. En el grupo control (bacterias sin particulas) irradiado se
observa claramente la estructura de “coco” caracteristica de S. aureus, bacterias esféricas y
turgentes. Mientras que en los tratamientos con NPC:PSMA+PtOEP y luz (figuras 43C y
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43D) y NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz (figuras 43E y 43F) comienzan a aparecer detritos
celulares, los cuales estan marcados con circulos amarillos. Teniendo en cuenta la relacion
detritos/bacterias, esta es mayor cuando el tratamiento se realizO con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN vy luz, lo cual se condice con los resultados de los ensayos
anteriores. Ademas, se observa que las bacterias que recibieron este tratamiento no tienen
una estructura normalmente esférica y turgente como si lo presentan las bacterias del grupo
control, indicando también un posible dafio a nivel de envoltura (pared bacteriana). En las
imagenes del tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP y luz, se observa un puntillado brillante
en el soporte de vidrio donde se ha colocado la muestra (marcado con rectangulos color
rojo), dicho puntillado podria asociarse a la presencia de NPC:PSMA+PtOEP adheridas al

sustrato ya que el polimero PEI que recubre el vidrio presenta carga positiva.
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Figura 43. Imagenes de SEM de cultivos planctonicos tratados con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN, magnificaciones 10 y 13 KX (A-B)

control de bacteria MRSA sola irradiada. (C-D) bacteria tratada con NPC:PSMA+PtOEP y
luz. (E-F) bacteria tratada con NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz. Barra de escalas de 2 um

en ambos lados.

En la figura 44 se muestran imagenes de SEM organizadas de la misma manera que
para la figura 44, pero ahora con magnificaciones de 15 y 20 KX, estas son las mayores
magnificaciones que permite el equipo obteniendo una buena calidad de imagen (para este
tipo de muestras). En las imagenes de la muestra control (bacterias sin particulas) irradiada
(figuras 44A y 44B) se observa la estructura normal de las bacterias ahora con mayor detalle,
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donde las células se ven redondeadas y turgentes y casi no se observan detritos celulares.
Cuando las células fueron tratadas con NPC:PSMA+PtOEP y luz (44C y 44D) se observa
nuevamente el puntillado en el vidrio soporte de la muestra marcado con cuadrados rojos; es
importante destacar que dicha estructura solo se observa con este tratamiento. Al igual que
en las figuras anteriores, se observa presencia de detritos celulares producto de la PDI,
marcados con circulos amarillos. Pero en esta magnificaciéon el cambio mas notable se
evidencia en el tratamiento realizado con NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz, donde la
presencia de detritos celulares es mucho mas notoria (marcados con circulos amarillos).
También se observa que la superficie tipica “coco” pierde turgencia y se deforma un poco su
estructura redondeada, sumado a que las bacterias presentan pequeias protuberancias en lo

que seria su envoltura (marcadas con estrellas verdes).
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Figura 44. Imagenes de SEM de cultivos planctonicos tratados con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN, magnificaciones 15y 20 KX. (A-
B) control de bacteria MRSA sola irradiada. (C-D) bacteria tratada con
NPC:PSMA+PtOEP y luz. (E-F) bacteria tratada con NPC:PSMA+PtOEP@PFN vy luz.
Barra de escalas de 2 um (lado izquierdo) y 1 pm (lado derecho).

A partir de lo observado se puede deducir que el dafo generado a nivel celular,
produce por un lado la lisis de las bacterias, indicado por la menor carga bacteriana
observada en los tratamientos junto con el aumento de detritos celulares en estas muestras.
Por otro lado, se observa también una cierta alteracion en la pared celular cuando las
bacterias reciben el tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP@PFn+ luz. Dicha alteracién no
podria indicar que hay NPC:PSMA+PtOEP@PFn depositadas en la superficie debido a que
el pequefio tamafio que estas presentan, haciendo que no se logre obtener una visualizacion
clara, que permita distinguir las particulas de morfologia propia de las bacterias, debido a la
resolucion que presenta el equipo utilizado. Esta alteracion en la estructura celular podria

deberse al dafio fotooxidativo generado por la PDI.

En bibliografia se ha reportado extensivamente como el dafio fotooxidativo altera la
estructura de las paredes bacterianas de S. aureus, y en algunos de ellos se muestra como
este dafio se debe a la combinacion de nanoparticulas y luz y no de particulas solas. Por
ejemplo, en el trabajo de Li y colaboradores'!?, se tomaron imagenes de muestras preparadas
a partir de cultivos planctonicos de S. aureus con un SEM de emision de campo (el cual
presenta una resolucion mayor que un SEM normal), luego de los tratamientos con NP
cationicas (de PEG + porfirina TPPNH2) + luz. Para el control, se observo que, tanto en
ausencia como en presencia de luz, la estructura esférica tipica de esta bacteria se mantenia
intacta. Cuando las bacterias fueron incubadas con las NP en oscuridad se observo un leve
cambio de morfologia de las mismas, pero al ser tratadas con NP + luz se evidencia un
“arrugamiento” de la pared bacteriana, esto indica que el estrés oxidativo generado durante
el tratamiento altera la integridad de la membrana. En el trabajo de Wang y colaboradores!®?
se observa un comportamiento similar cuando se trata a S. aureus con nanoparticulas de
BODIPY (cationicas y anionicas) + luz. En este caso, el control de bacterias no irradiadas
mantuvo su estructura esférica intacta, pero luego del tratamiento con nanoparticulas y luz

comienzan a verse alteradas las paredes celulares y se evidencian detritos celulares; siendo
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este efecto evidentemente mas marcado cuando la nanoparticula es cationica. También en
el trabajo de Jinghan y colaboradores', se muestra el mismo tipo de alteracion de la
estructura de S. aureus cuando es tratado con NPCs catidnicas y luz. Dicha alteracion en la
estructura no se evidencia en las imagenes tomadas de S. aureus y NPCs catidnicas en
oscuridad. Estos resultados demuestran que la utilizacion de NPCs cationicas en la PDI
produce un marcado efecto sobre la envoltura bacteriana producto de una interaccion

mejorada con la superficie de las mismas.

4.1.8.2. Estudios de citotoxicidad fotoinducida en biofilms

Como se detallo en la introduccidn, actualmente se estima que mas del 90 % de los
microorganismos crecen en forma de biofilms y la mayoria de las infecciones cronicas y
recurrentes estan asociadas a este tipo de crecimiento. La presencia de la matriz de EPS
presente en estas comunidades microbianas les confiere un mecanismo adicional de
resistencia en comparacion con cultivos planctonicos. En consecuencia, el desarrollo de
nuevas estrategias antimicrobianas debe dirigirse contra este tipo de comunidades

caracterizadas por su alta resistencia a los tratamientos actuales.

Tras estudiar el dano fotinducido causado por NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA+PtOEP@PFN en combinacioén con luz sobre cultivos plancténicos, se planted
el estudio del efecto de la PDI de particulas sobre biofilms maduros de MRSA. Como los
biofilms son estructuras naturalmente mas resistentes que las células individuales, se
aumentaron las dosis de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN (20 y 10 mg/L)
y también la dosis de luz (1h, irradiancia 57,6 mW/cm?) . Para estudiar el efecto fotoinducido
sobre biofilms se tuvieron en cuenta dos aspectos del mismo: el dafio ejercido a nivel celular
y el dafo producido sobre la matriz de EPS. Por lo tanto, se disefiaron varios ensayos que

permitan abarcar estos dos aspectos a tratar en el biofilm.

41.8.2.1. Cuantificacién de la biomasa total

El primer ensayo realizado para estudiar el dafio generado por PDI sobre biofilms fue

el ensayo de CV, que es una metodologia colorimétrica cominmente utilizada para la
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cuantificacion de la biomasa total de un biofilm. Se utiliza el ensayo de CV como estudio
preliminar, para conocer el dafio que ejerce la PDI sobre biofilm en general y en base a los
resultados obtenidos se eligid6 la mejor concentracion de NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA+PtOEP@PFN para los siguientes ensayos. Los detalles experimentales se

describen en la seccion 3.5.2.1.

En la figura 45 se presenta el % de biomasa total luego de la PDI, del lado izquierdo
se encuentran los controles en oscuridad y del derecho el tratamiento con luz. A partir de los
controles en oscuridad se observa que en presencia de NPC:PSMA+PtOEP@PFN la
biomasa disminuye alrededor de un 30 % para las dos concentraciones probadas (20 y 10
mg/L), mientras que en el tratamiento con NPC:PSMA+PtOEP la biomasa disminuyo
alrededor de un 20 % también para ambas concentraciones. Pero cuando se le aplica luz, la
diferencia entre ambos tratamientos se vuelve mucho mas significativa: cuando los biofilms
fueron tratados con NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz la biomasa disminuy6 un 70 y 80 %
con 10 y 20 mg/L de particulas respectivamente. En cambio, para el tratamiento con
NPC:PSMA+PtOEP + luz la biomasa solamente disminuyé ~ 50 % para ambas
concentraciones. Debido a que la disminucion de biomasa fue mas significativa al usar 20
mg/L de particulas, los siguientes ensayos sobre biofilms se realizaron tinicamente con esta

concentracion para PDI.
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Figura 45. Cuantificacion de la biomasa total de biofilms maduros con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Izquierda: Control en oscuridad y
derecha: tratamientos con luz. Control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y
biofilm + NPC:PSMA-+PtOEP@PFN (verde oscuro). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas: *p = 0,0311, **p = 0,0042, ***p =0,0010 y ****p
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<0,0001. Los colores mas oscuros corresponden a las dosis més altas (20 mg/L) y los més

claros a las dosis mas bajas (10 mg/L). Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

En el trabajo de Martinez y colaboradores® se observa que PDI con 6,5y 16,5 mg/L
NPC (de F8BT + PtOEP + PS-PEG-COOH) sobre MRSA no induce una disminucion
significativa en la cantidad del biofilm, mediante la técnica de CV, a pesar de lograr una
eliminacion efectiva del mismo mediante otras técnicas. Un efecto muy similar se muestra
en esta tesis, donde la reduccion de la biomasa con los tratamientos con NPC + luz y NPC-
CS + luz no es completa, pero si significativamente diferente con respecto al control y los
controles en oscuridad. En el trabajo de Wang y colaboradores'®?, donde se trataron biofilms
de S. aureus con NP catidonicas de BODIPY + luz, también se realizé un ensayo de CV para
estudiar el % de reduccion de la biomasa posterior a la PDI y se observé una disminucion
significativa de la misma. Al igual que en el trabajo de Wang, en el trabajo de Li y
colaboradores'!'? se observa una disminucién significativa en la biomasa (medida con el
ensayo de CV), luego de tratar biofilms de S, aureus con NPCs cationicas + luz. En el trabajo
de Liy colaboradores* donde utilizan NPCs catiénicas de PPF sobre biofilms de S. aureus
tampoco logra una erradicacion significativa de la biomasa medida mediante CV, a pesar de
obtener muy buenos resultados con otras técnicas. Estos trabajos indican, al igual que en lo
observado en la figura 45, que la carga positiva de la nanoparticula favorece la interaccion

con los biofilms mejorando la efectividad de la PDI.

4.1.8.2.2. Ensayo de actividad metabdlica

El ensayo de MTT se utiliza comunmente para estimar la viabilidad celular
asumiendo que, a mayor actividad metabolica, mayor serd la viabilidad celular de la
suspension bacteriana. En la figura 46 se observan los resultados del ensayo de MTT sobre
biofilms previamente tratados con NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA-+PtOEP@PFN + luz
del lado derecho, mientras que del lado izquierdo se encuentran los controles en oscuridad.
Como se discuti6 anteriormente, se utilizé inicamente la concentracion de 20 mg/L de ambas
particulas. En cuanto a los controles en oscuridad, se puede observar que la actividad
metabolica disminuyé ~ 16% cuando los biofilms fueron tratados con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN (barra verde oscuro) aunque no se registraron diferencias
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significativas con respecto al control (barra gris plata). En cambio, cuando el biofilm fue
tratado con luz, hubo una disminucion significativa en la actividad celular. En el tratamiento
con NPC:PSMA+PtOEP + luz (barra rosa) la actividad metabolica se redujo ~70 %. Mientras
que con el tratamiento con NPC:PSMA-+PtOEP@PFN + luz la actividad metabdlica se
redujo mas del 80 % indicando una diferencia mas significativa con respecto al grupo
control. Estos resultados son consistentes con aquellos obtenidos por el método CV
demostrando que el mejor tratamiento PDI contra biofilms se obtiene utilizando las

NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz.
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Figura 46. Ensayo de actividad metabdlica sobre biofilms maduros con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Izquierda: Control en oscuridad y
derecha: tratamientos con luz. Control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y
biofilm + NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro). Concentracion de particulas
utilizadas: 20 mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

En el trabajo previo del grupo®®, como se viene mencionando en parrafos anteriores,
el tratamiento con NPC (F8BT + PS-PEG-COOH + PtOEP) + luz sobre biofilms de S. aureus
produce una disminucion significativa de la viabilidad celular (obtenida mediante el ensayo
de MTT) de un poco mas del 50 %. Dicho resultado es menor a lo obtenido en esta tesis con
NPC:PSMA+PtOEP+ luz, a pesar de ser particulas bastante similares. En el trabajo de Wang
y colaboradores'®*, donde trataron biofilms de MRSA con PS catiénicos compuestos por
complejos de rutenio (II) mediante PDI, también lograron una disminucion significativa de
la viabilidad celular usando la técnica de MTT. Estos resultados se condicen con lo expuesto

anteriormente, donde se logré una disminucion de mas del 80 % cuando los biofilms de

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 128



MRSA fueron tratados con 20 mg/L de NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz. Esto refuerza la
conclusion que el uso de NPC catidnicas aumenta el efecto terapéutico con respecto a NPC

anionicas.

Es importante aclarar que el ensayo de MTT presenta la limitacion de no ser una
técnica que mida de manera directa la viabilidad celular, si no que se limita a cuantificar la
actividad metabolica de un cultivo bacteriano. En consecuencia, esta técnica no diferencia
entre cultivos que tienen un bajo nimero de bacterias con elevada actividad metabdlica de

aquellos que tienen un mayor nimero de bacterias con actividad metabolica reducida.

4.1.8.2.3. Cuantificacién de proteinas en el sobrenadante de biofilms

La cuantificacion de proteinas liberadas al sobrenadante luego de la PDI se utiliza
como parametro indicativo del dafo producido a la matriz de EPS y a las células que
conforman al biofilm. Para la realizacién de dicho ensayo se utilizo6 el ensayo colorimétrico

de Bradford, los detalles experimentales se describen en la seccion 3.5.2.4.

En la figura 47 se presentan la concentracion de proteinas liberadas al sobrenadante,
del lado izquierdo se encuentran los controles en oscuridad y del derecho los tratamientos
con luz. A partir de los controles en oscuridad, se observa que el tratamiento de biofilm +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN (barra verde oscuro) mostré una mayor concentracion de
proteinas en el sobrenadante que no se observa para el control (biofilm sin particulas, barra
gris plata) y para biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (barra rosa), indicando que aun en oscuridad
se produce un leve dafio a las bacterias. Este resultado es consistente con los resultados de
las secciones anteriores e indica un efecto citotoxico intrinseco. Luego de la PDI se observa
un aumento considerable en la concentracion de proteinas liberadas al sobrenadante, dicho
aumento fue significativamente mayor cuando los biofilms fueron tratados con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN vy luz. Este aumento fue ~ 3 veces mayor que lo observado para
el control de biofilm sin particulas y luz y biofilm tratado con NPC:PSMA+PtOEP y luz,
indicando que la proporcion de proteinas liberadas al sobrenadante luego de la PDI fue
mayor cuando se utilizaron particulas catidnicas. Esto indica que, a pesar de la proteccion
ejercida por la matriz del biofilm, la PDI con NPC:PSMA+PtOEP@PFN estaria
produciendo dafio importante tanto en la integridad de las membranas bacterianas como a
nivel de la matriz de EPS.
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Figura 47. Cuantificacion de proteinas liberadas al sobrenadante de biofilms maduros
con NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Izquierda: Control en oscuridad
y derecha: tratamientos con luz. Control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa)
y biofilm + NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro). Concentracion de particulas
utilizadas: 20 mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

4.1.8.2.4. Tincién de la matriz de EPS

Como se mencind anteriormente, es clave estudiar el dafio que produce la PDI sobre
la matriz de EPS debido al efecto de proteccién que este ultimo ejerce sobre las bacterias
que contenidas. Para estudiar el dafio ejercido sobre la matriz, se utiliz6 el colorante
fluorescente CW, el cual se une de manera especifica a los enlaces P(i-3) y P(1-4) de los EPS.

Los detalles experimentales de este ensayo se describen en la seccion 3.5.2.5.

En la figura 48 se presentan los resultados obtenidos de biofilms tefiidos con CW
luego de la PDI. Del lado izquierdo se encuentran los controles en oscuridad, donde no se
observan cambios significativos en la Ir en ninguno de los tratamientos con respecto al
control; y del lado derecho los tratamientos con particulas y luz. Luego del de la PDI, se
observa una disminucién significativa de la Ir para los tratamientos con particulas. Dicha
disminucién es considerablemente mayor cuando el biofilm fue tratado con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN y luz (barra verde oscuro) que al ser tratado con
NPC:PSMA+PtOEP y luz (barra rosa). En cuanto al control de bacteria sin particulas
irradiada (barra gris plata) , no se registra una disminucion en la Ir indicando que la dosis de

luz utilizada no ejerce un dafio intrinseco en la matriz de EPS. Los resultados obtenidos

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 130



mediante esta técnica son similares a los descriptos anteriormente confirmando nuevamente

la mayor eficiencia fototerapéutica que presentan las NPC:PSMA+PtOEP@PFN.
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Figura 48. tincion de la matriz de EPS de biofilms maduros con NPC:PSMA-+PtOEP
y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Izquierda: Control en oscuridad y derecha: tratamientos
con luz. Control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y biofilm +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro). Concentracion de particulas utilizadas: 20
mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

En el trabajo de Martinez y colaboradores®®, donde se tifieron biofilms de S. aureus
y E. coli con CW y se analizaron mediante un microscopio de fluorescencia confocal,
también se observo que, luego del tratamiento con NPCs (de F8BT + PS-PEG-COOH +
PtOEP) + luz, la intensidad de fluorescencia del CW disminuy6 considerablemente,
indicando un buen grado de afectacion de la matriz de EPS por parte de la PDI. Esto indica
que si bien las NPCs + luz presentan cierto efecto citotdoxico, como se viene mencionando,
pero cuando se utilizan NPC:PSMA+PtOEP@PFN (como en esta tesis) aumenta la

efectividad de la PDI debido a su carga positiva.

4.1.8.2.5. Imagenes de SEM de biofilms

El ultimo ensayo para estudiar el efecto post fotodinamico sobre biofilms estd
orientado al andlisis del dafio producido principalmente a nivel de la matriz de EPS. En dicho
ensayo, se tomaron imagenes de SEM para estudiar la topografia de los biofilms sin tratar y
tratados con particulas + luz.
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En la figura 49 se muestran las imagenes tomadas para los controles de biofilm en
oscuridad (figuras 49A y 49B) y biofilm irradiado (figuras 49C y 49D) y los tratamientos
con NPC:PSMA+PtOEP + luz (figuras 49E y 49F) y NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz
(figuras 49G y 49H). Del lado izquierdo se encuentran las imagenes con una magnificacion
de 3KX y del lado derecho las que tienen 20K X. Es importante aclarar que no se visualizaron
por SEM los controles de oscuridad de biofilm + NPC:PSMA+PtOEP y biofilm +
NPC:PSMA-+PtOEP@PFN debido a que en ensayos anteriores no se registraban diferencias
significativas con respecto al control en oscuridad. En primer lugar, se observa claramente
la matriz de EPS del biofilm sin irradiar y, cuando el biofilm es irradiado, se produce una
leve disminucion de dicha matriz, pero el nimero de bacterias pareciera no verse afectado.
Esto indica que la luz ejerce cierto efecto citotoxico por si misma, tal vez debido al tiempo
de irradiacion prolongado. Cuando el biofilm es tratado con NPC:PSMA+PtOEP + luz, ya
se registra una leve disminucion en el nimero de bacterias, mientras la densidad de la matriz
disminuy6 aiin mas con respecto a los controles mencionados anteriormente. Pero la mayor
diferencia entre controles y tratamientos se observa cuando el biofilm fue tratado con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz. Al observar el campo amplio de la muestra (imagen
izquierda), practicamente no se evidencian bacterias en el mismo; mientras que al aumentar
la magnificacién también se muestran muy pocas bacterias y no se evidencian indicios de

matriz extracelular (imagen derecha).
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Figura 49. imagenes de SEM de biofilms maduros sin tratar y tratados con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. (A-B) biofilm sin irradiar. (C-D)
biofilm irradiado. (E-F) biofilm tratado con NPC:PSMA+PtOEP + luz. (G-H)biofilm
tratado con NPC:PSMA+PtOEP@PFN + luz. Magnificaciones utilizadas: 3 KX del lado

izquierdo y 20 KX del lado derecho. Barra de escala: 10 um (lado izquierdo) y 1um (lado

derecho).

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 133



En el trabajo de Wang y colaboradores, donde trataron biofilms de MRSA con PS de
rutenio (II) mediante PDI, también se toman imagenes de SEM de los biofilms tratados y sin
tratar y el resultado que obtienen es muy similar a lo observado anteriormente: donde el
tratamiento con particulas catiénicas + luz produce un dafo considerable tanto sobre la
matriz como a las células contenidas en ella'®*. Este resultado termina de confirmar que el

uso de nanoparticulas catidnicas mejora la efectividad de la PDI con respecto a las anionicas.

4.1.9.Ensayos de viabilidad en eucariotas

Cuando se desarrolla un PS para ser utilizado en PDI es importante estudiar la
biocompatibilidad intrinseca del mismo. Esto se hace para evaluar la seguridad del material
proyectando una posterior utilizacion en entornos bioldgicos como, por ejemplo, en una
infeccion bacteriana sobre piel. Para ello se realizaron dos ensayos: uno para estudiar la

citocompatibilidad celular y el otro para estudiar la hemocompatibilidad sistémica.

4.19.1. Actividad metabdlica en fibroblastos

Se eligieron fibroblastos porque estas células forman parte del tejido conectivo, por
lo tanto, su utilizacion se considera como un modelo estandar para estudiar la compatibilidad
de este nanomaterial. La  biocompatibilidad de NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA+PtOEP@PFN sobre fibroblastos se evalué usando un ensayo de MTT con el
objetivo de medir la actividad metabolica a distintas concentraciones de particulas (1, 5y 20

mg/L) en oscuridad. Los detalles experimentales se describen en la seccion 3.6.2.

En la figura 50 se muestra la viabilidad celular % de fibroblastos en funcion de la
concentracion de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. La viabilidad celular
se mantiene practicamente constante a las tres concentraciones estudiadas. Esto indica que

estas particulas tienen la potencialidad de ser altamente biocompatibles.
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Figura 50. Ensayo de MTT con NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN
sobre fibroblastos. Control (hueso), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y biofilm +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro). Concentraciones de particulas utilizadas: 1,5y
20 mg/L.

Para evaluar con mayor detalle la citocompatibilidad de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN con fibroblastos, se tomaron imagenes con un microscopio
confocal de las suspensiones de células incubadas con NPC:PSMA+PtOEP@PFN previo a
la realizacion del ensayo de MTT. En la figura 51A se presenta una micrografia
representativa de campo claro de fibroblastos tras la incubacién en la oscuridad con
nanoparticulas NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Las células muestran una morfologia tipica
asociada a las células vivas normales. En la figura 51B se muestra la imagen de fluorescencia
del mismo campo de vision (que para la imagen del campo claro), donde se observa un fuerte
color verde que corresponde a la emision de las NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Por ultimo, en
la figura 51C muestra la imagen fusionada de las figuras 51A y 51B. Esta tltima imagen
confirma un proceso efectivo de adsorcién/incorporacion de las NPC:PSMA+PtOEP@PFN

en los fibroblastos
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Figura 51. Microscopia de fluorescencia confocal de fibroblastos incubados con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Imagenes representativas de microscopia optica de MCR-5
incubadas durante 1 h con 10 mg/L. de NPC:PSMA+PtOEP@PFN. (A) micrografia de
campo claro. (B) micrografia de fluorescencia de canal verde Y (C) imédgenes fusionadas.

Barra de scala: 100 pm.

Los resultados combinados de estos dos ensayos indican que las
NPC:PSMA+PtOEP@PFN no muestran citotoxicidad intrinseca sobre esta linea celular vy,
por lo tanto, podrian considerarse como excelentes candidatos de materiales fotoactivos para

fototerapias realizadas en modelos in vivo.
4.19.2. Hemdlisis de eritrocitos

El segundo ensayo realizado para estudiar la biocompatibilidad de
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN consistid6 en realizar un ensayo de
hemolisis de eritrocitos humanos que evalua la viabilidad sistémica. Los detalles

experimentales se describen en la seccion 3.6.3.

En la figura 52 se muestran los % de hemolisis de eritrocitos tratados con 1, 5, 10 y
20 mg/L de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Se observa que a medida que
aumenta la concentracion de ambas particulas aumenta el porcentaje de hemolisis. Este
efecto es mas notorio cuando los eritrocitos fueron incubados con
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Solamente a las concentraciones de 1 mg/L y 5 mg/L de
NPC:PSMA+PtOEP@PFN la hemolisis estuvo por debajo del ~ 5% que es el valor aceptado
para un material para aplicaciones biomedicas'®’; esto indica que, a concentraciones
mayores, estas nanoparticulas se consideran citotoxicas. Esto no sucede cuando los
eritrocitos son incubados con NPC:PSMA-+PtOEP, ya que a todas las concentraciones

evaluadas el % de hemolisis siempre estuvo por debajo del 5 %. Esto podria indicar que los
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Figura 52. Hemolisis de eritrocitos tratados con NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN. Biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y biofilm +
NPC:PSMA+PtOEP@PFN (verde oscuro). Concentraciones de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP@PFN utilizadas: 1, 5, 10 y 20 mg/L.

positiva a
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Los ensayos realizados revelaron un creciente % de hemolisis dependiente de la

concentracion, particularmente marcado para NPC:PSMA+PtOEP@PFN, donde solamente

las concentraciones de 1 y 5 mg/L se mantuvieron dentro del rango aceptable para este tipo

de biomaterial. Mientras que las particulas NPC:PSMA+PtOEP mantuvieron porcentajes de

hemolisis adecuados en todas las condiciones estudiadas. Este comportamiento sugiere que

la carga positiva superficial y la concentracion de particulas podria comprometer en cierta

manera la integridad de la membrana de los eritrocitos.
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Capitulo 4:

RESULTADOS PARTE 11

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 138




4.2. RESULTADOS - PARTE 11

En la parte II de este capitulo se describen los resultados obtenidos para el siguiente
objetivo especifico: Sintetizar y caracterizar NPCs fotoactivas con distintas
modificaciones superficiales que tengan un impacto en el direccionamiento
(vectorizacion) contra células cancerigenas o bacterianas. Este objetivo se divide en dos
partes: la primera que trata del direccionamiento de las particulas desarrolladas hacia dianas
bacterianas y la segunda parte consta del direccionamiento de nuevas particulas hacia células
cancerigenas. La primera parte de este objetivo se desarrolld en la Parte I del capitulo de
resultados. La segunda parte del mismo se desarrollara en las siguientes paginas donde se
abordara un desarrollo de NPCs con el objetivo de mejorar su direccionamiento hacia células
tumorales. Para ello se utilizard una linea celular tumoral de GBM, en particular T98G, la
cual presenta una sobreexpresion de GLUT 1 y GLUT 3.788%195 Estos ensayos se hicieron
en colaboracion con el Dr. Luis Ibarra y la Lic. Lucia Beagué, los cuales tienen experiencia

con el manejo de esta linea celular!7122145,

Se planted la utilizacion de los polimeros T-1107 pristino y T-GLU (que consiste en
un Tetronic®1107 funcionalizado con residuos de glucosa), los cuales fueron provistos por
el Dr. Alejandro Sosnik en el marco de una colaboracion cientifica. Su grupo de
investigacion posee amplia experiencia en la modificacion de este tipo de polimeros, los
cuales son utilizados principalmente para el desarrollo de micelas poliméricas vectorizadas

hacia dianas cancerigenas especificas, en particular hacia transportadores GLUT.8!-85.196-198

En esta tesis el polimero T-GLU, se utiliz6 como PE para la formulacion de NPCs
(NPC:T-GLU) con el objetivo de estudiar si los grupos funcionales glicosilados del T-GLU
se localizan en (o cerca de) la superficie de las NPC:T-GLU y por lo tanto quedan disponibles
para interactuar con los GLUT. Como PEs de referencia, se utilizaron T-1107 y PSMA y se
obtuvieron NPC:T-1107 y NPC:PSMA respectivamente. La utilizacion del PSMA obedece
a que el grupo de investigacion donde se desarrolla la tesis posee amplia experiencia en
terapia TFD utilizando NPC de FS8BT:PSMA contra glioblastomas'?*!4>. En la figura 13 (en

materiales y métodos) se mostraron las estructuras de T-1107 y T-GLU.

Desde un punto de vista fisicoquimico, se hipotetiza que, durante el autoensamblado
de las nanoparticulas, los residuos glicosilados del PE T-GLU se orientaran preferentemente

en la superficie de la NPC: T-GLU, de manera analoga al comportamiento de grupos -COOH
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de los PEs PSMA y PS-PEG-COOH.?*1421% Esta hipétesis se basa en el caracter hidrofilico
de los grupos funcionales glicosilados en contraste con el caracter hidrofébico del PC F§BT.
La presencia de residuos glicosilados en la superficie de las NPC:T-GLU favoreceria la
interaccion ente particula y GLUTs permitiendo un direccionamiento activo hacia células

que sobreexpresan este tipo de transportadores.

La figura 53 presenta un esquema simplificado de una membrana plasmatica
conteniendo el receptor GLUT y de la interaccion diferencial propuesta entre dicho receptor
y las NPC:T-GLU y NPC:PSMA. En los extremos de la figura se muestra la interaccion
inespecifica de ambas particulas con la membrana plasmatica. En el centro se muestra la
interaccion especifica de NPC:T-GLU con el receptor GLUT. Y debido a la suma de
interacciones especificas e inespecificas de NPC:T-GLU, se favoreceria la internalizacion de

esta particula con respecto a la internalizacion de NPC:PSMA.
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Figura 53. Esquema de membra conteniendo el receptor GLUT e interacciones

posibles con NPC:PSMA y NPC:T-GLU

4.2.1.Caracterizacién de NPC.T-1107, NPC:T-GLU y NPC:PSMA
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Se sintetizaron las distintas particulas segun la metodologia descripta en la seccion
3.2.1.5. Estas tienen la particularidad de que fueron sintetizadas utilizando tres distintos PE:
PSMA, T-1107 y T-1107-GLU originando a las NPC:PSMA,, NPC:T-1107, y NPC:T-GLUj,
respectivamente. En primer lugar, se sintetizaron dos tipos de NPCs con cada uno de los PE

en una proporcion de 20 y 40 % p/p.

En la figura 54, se muestran los espectros de absorcion de las NPC que contienen 20 %
(colores claros) y 40 % (colores oscuros) de PSMA (curva beige), T-1107 (curva violeta) y
T-GLU (curva verde agua). En la figura 54 A, se muestran los espectros sin normalizar, donde
se observa que para NPC:T-110740 y NPC:T-GLU4 los valores de absorbancia son menores
que para NPC:T-110720 y NPC:T-GLU»o, esto se debe a que, durante el proceso de sintesis,
parte de la solucion de NPC:T-11074 y NPC:T-GLU4o se adsorbe al agitador magnético.
Esto no se observo para NPC:PSMA4o. Cuando los espectros se normalizaron (figura 54B),
no se observaron diferencias significativas entre ellos indicando que los distintos PE
esencialmente no afectan a plegamiento de las cadenas de F§BT y por ende sus transiciones

opticas desde el estado fundamental.

1,0 NPC:PSMA
1A NPC:PSMA,,
0,8 s NPC:T-1107,,
= NPC:T-1107,,,
NPC:T-GLU,,
0,6 1 s NPC:T-GLU,,
0,4 1
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o
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Figura 54. Espectros de absorcion de NPC:PSMAn, NPC:T-1107» y NPC:T-GLUn. (A)
espectros sin normalizar. (B) espectros normalizados. NPC:PSMA,, (beige), NPC:T-1107,
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(violeta) y NPC:T-GLU, (verde agua). Los colores mas claros corresponden a 20 % de PE
y los mas oscuros a 40 %. Concentraciones de particulas: NPC:PSMA 17,7 mg/L,
NPC:PSMA4 19,3 mg/L, NPC:T-110720 13,2 mg/L, NPC:T-110740 11,5 mg/L, NPC:T-
GLU32 19,3 mg/L y NPC:T-GLU40 13,2 mg/L.

El segundo paso en la caracterizacion de las diferentes particulas, consistio en medir
sus espectros de fluorescencia, con el objetivo de estudiar como la presencia de los distintos
PE afecta a la emision del F8BT. Cabe recalcar que el F8BT es el unico componente de las
particulas con fluorescencia apreciable en el visible, por lo tanto, se monitore6 la emision
del mismo. Para tomar los espectros de excitacion y emision se igualaron las absorbancias
de todas las suspensiones de particulas a A4s6 = 0,1 y las mediciones se realizaron todas en

las mismas condiciones instrumentales.

En la figura 55 se presentan los espectros de emision de todas las formulaciones de
particulas. Cuando los espectros no estan normalizados (figura 55A), se observa un aumento
en la Ir al aumentar el % de PE tanto para NPC:PSMA4o (curva beige) como paray NPC:T-
GLUs (curva verde agua) en comparacion a la Ir de NPC:PSMA y NPC:T-GLUx
respectivamente. Mientras que la Ir se mantiene practicamente constante en NPC:T-110720
y NPC:T-110749 (curva violeta). Ademads, se evidencia un aumento significativo de la Ir en
las NPC:T-GLUjo, NPC:T-GLU4, NPC:T-110720 y NPC:T-11074 con respecto a
NPC:PSMA y NPC:PSMA4. Cuando los espectros se encuentran normalizados (figura
55B), no se observan cambios en la forma caracteristica del espectro de F8BT, indicando

que la presencia de los PE T-1107 y T-GLU no modifican el estado excitado del F§BT.
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Figura 55. Espectros de emision de NPC:PSMAn, NPC:T-1107, y NPC:T-GLUn. (A)
espectros sin normalizar. (B) espectros normalizados. NPC:PSMA,, (beige), NPC:T-1107,
(violeta) y NPC:T-GLU, (verde agua). Los colores mas claros corresponden a 20 % de PE
y los mas oscuros a 40 %. Condiciones de medicion: Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750

nm slit 1, sefal Slc, 2,4 mg/L.

En la figura 56, se presentan los espectros de excitacion normalizados para las para
NPC:PSMA, (curva beige), NPC:T-1107, (curva violeta) y NPC:T-GLU, (curva verde
agua). La estructura de los espectros de excitacion es igual en todas las particulas,
permitiendo confirmar lo observado en los espectros de emision, indicando que el estado

excitado no se modifica con la presencia de estos PE.
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Figura 56. Espectros de excitacion normalizados de NPC:PSMAn, NPC:T-1107n y
NPC:T-GLUn. NPC:PSMA, (beige), NPC:T-1107, (violeta) y NPC:T-GLU, (verde agua).
Los colores mas claros corresponden a 20 % de PE y los mas oscuros a 40 %. Condiciones

de medicion: Aemi = 600 nm slit 1, Aexc = 325-590 nm slit 2, senal S1/R1c, 2,4 mg/L.

Se midi6 el Dy de todas las formulaciones de NPC para evaluar como la naturaleza
y concentracion de los diferentes PE afectan el tamafio de las particulas. Los valores de Dy
y I Poly se muestran en la figura 57. Para NPC:PSMA,, (barras color beige), se registra una
disminucion del Dy cuando se aumenta la concentracion del PE. Mientras que para las
NPC:T-1107, (barras color violeta), su Dy aumenta levemente cuando la cantidad de PE es
mayor. Para las NPC:T-GLU, (barras color verde agua), se registra un aumento significativo
del Dy al aumentar el % de PE. Que se produzca un aumento en el Dy cuando se utilizan los
PE tetronics® podria deberse a que estos polimeros son significativamente mas grandes que
el PSMA, lo cual afecte en cierta medida al plegamiento de las cadenas poliméricas del
F8BT. En el caso del PE T-GLU, posiblemente lo grupos funcionales glicosilados ejerzan un

efecto mas significativo en el proceso de nanoprecipitacion.
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Figura 57. Dy de NPC:PSMA,, NPC:T-1107, y NPC:T-GLUn. PE PSMA (beige), T-
1107 (violeta) y T-GLU (verde agua). Los colores mas claros corresponden a 20 % de PE y

los mas oscuros a 40 %. Concentracion de particulas utilizadas: 10 mg/L.

Debido a que las NPC:T-GLU4o poseen un Dy mucho mas grande (~200 nm) que el
del resto de las preparaciones (> 29 nm) se decidié utilizar solamente la serie de particulas

con 20 % de PE para estudiar la interaccion entre particulas y células tumorales.

El altimo paso en la caracterizacion de las particulas, consistié en medir el { para
estudiar como la presencia de los distintos PE afecta la carga superficial de las mismas. Los
resultados se resumen en la figura 58. Se observa que las NPC:T-110720 (diagrama de cajas
violeta) presentan practicamente el mismo { que las NPC:PSMA (~ -27 mV, diagrama de
cajas beige), mientras que las NPC:T-GLUzo, son levemente menos negativas que las otras
dos formulaciones (~ -23 mV, diagrama de cajas verde agua). Estos resultados indican que
la presencia de los distintos PE no modifica en gran medida a la carga superficial de las

particulas.
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Figura 58. { para NPC:PSMAn, NPC:T-1107» y NPC:T-GLUn. PSMA (beige), T-1107
(violeta) y T-GLU (verde agua). Concentracion de particulas: 6 mg/L.

4.2.2.Ensayos de incorporacion de NPC con distintos PE

Con el objetivo de comprobar la hipdtesis desarrollada al inicio (seccion 4.2.), donde
la utilizacion de particulas funcionalizadas con un PE que tuviese residuos glicosilados
favoreceria su interaccion con células tumorales que sobreexpresan transportadores GLUT,
se realizaron medidas de citometria de flujo. Al igual que en los ensayos realizados con la
técnica de citometria de flujo mencionados en la parte I de este objetivo para cultivos
bacterianos, en los experimentos de esta seccion se mido la I en el canal verde para detectar
la emision caracteristica del F8BT de las particulas que estan interaccionando (ya sea por
adsorcidn o incorporacion) sobre las células tumorales. Cabe aclarar que fuera del F8BT, los
demas componentes de las particulas no florecen en el rango visible. Los detalles

experimentales se describen en la seccion 3.4.2.1.

El primer ensayo de citometria de flujo se realizé incubando las células T98G con las
distintas particulas utilizando como medio de cultivo DMEM de elevada glucosa. En la
figura 59 se presenta la media geométrica de Ir de todas las muestras analizadas. Se observa
la autofluorescencia de T98G solas (barras color blanco), T98G incubadas con NPC:PSMA
(barras color beige), T98G incubadas con NPC:T-11072¢ (barras color violeta) y T98G
incubado con NPC:T-GLUjo (barras color verde agua). Se analizaron tres tiempos de

incubacion (0,5; 1 y 4 h) para estudiar si se produce una incorporacion de particulas, en las

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 146



células, en funcion del tiempo. Cuando el medio utilizado es DMEM de elevada glucosa, no
se observan diferencias en la incorporacion entre NPC:T-110720 y NPC:T-GLU3o, en ninguno
de los tiempos de incubacion estudiados. Esto sugiere que la presencia de los residuos de
glucosa en NPC:T-GLU lograria interaccionar especificamente con los diferentes GLUT,
pero no se estaria produciendo una internalizacion efectiva quedando la NPC:T-GLU
anclada en la superficie de la célula. Indicando asi, que no se estaria produciendo la
incorporacion de NPC:T-GLU al interior celular. Para el caso de NPC:T1107, también se
esperaria que dicha particula quede anclada en la superficie celular, esta vez por
interacciones no especificas. En contraste, la Ir de NPC:PSMA aumenta significativamente
en funcion del tiempo, sugiriendo que dichas particulas se internalizan efectivamente en las
c¢lulas sin alcanzar un valor limite en el rango temporal estudiado. Este ultimo resultado era

esperable debido a que en estudios previos se ha reportado este mismo comportamiento.
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Figura 59. Medias geométricas de los histogramas de emision de células individuales
T98G recogidos en el canal verde, incubadas en DMEM. Autoflorescencia de T98G
(blanco), T98G incubadas con NPC:PSMA (beige), T98G incubadas con NPC:T-110729

(violeta) y T98G incubadas con NPC:T-GLU»¢ (verde agua). Tiempo de incubacion: 0,5; 1

y 4 h. Condiciones de medicion: Aexc = 488 nm y Aemi = 510 — 540 nm, 10* eventos,

concentracion de particulas 10 mg/L.

Los resultados obtenidos de este primer ensayo pueden estar fuertemente
influenciados por la composicion del medio de cultivo. La glucosa es una molécula pequetia

y se encuentra en concentraciones muy elevadas (4,5 g/L) en el medio de cultivo DMEM
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utilizado en comparacion a la concentracion de las distintas particulas (10 mg/L) utilizadas
en este ensayo. A su vez, solamente un 20 % de esos 10 mg/L corresponde a los polimeros
T-1107 y T-GLU; por lo que es muy probable que en estas condiciones experimentales todos
los transportadores GLUT estén saturados con moléculas de glucosa. Bajo estas condiciones
las NPC:T-GLU»o compiten desfavorablemente con las moléculas de glucosa del medio por
los transportadores GLUT; otro factor a tener en cuenta (ademads de la elevada concentracion
de glucosa en el medio de cultivo) el tamafio de las particulas, donde podrian producirse

impedimentos estéricos cercanos a los transportadores GLUT.

Para intentar subsanar esta limitante, se realiz6é un segundo ensayo de citometria de
flujo, utilizando como medio de cultivo PBS en lugar de DMEM. Los resultados se resumen
en la figura 60, donde se presentan las medias geométricas de Ir del control de la linea celular
T98G sin particulas (barras color blanco), T98G incubadas con NPC:PSMA (barras color
beige), T98G incubadas con NPC:T-11072¢ (barras color violeta) y T98G incubadas con
NPC:T-GLUy (barras color verde agua). En este caso solamente se presentan los resultados
obtenidos luego de 30 minutos y 1 h de incubacion, porque PBS no es un buen medio de
cultivo; luego de 4 h de incubacion no se lograron obtener células viables para evaluar por
citometria. En términos generales, la [r aument6 varios 6érdenes de magnitud con respecto al
ensayo anterior (figura 60), lo que indica que la ausencia de glucosa en el medio de cultivo
favorece la incorporacion de las diferentes particulas a las células. Pero a pesar de esta
mejora en la incorporacion de particulas, no se observé una mayor incorporacion de NPC:T-
GLUy0 en comparacion con la NPC:T-110720. Por otro lado, nuevamente se registra mayor

incorporacion de NPC:PSMA con respecto a las demads particulas.
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Figura 60: Medias geométricas de los histogramas de emision de células individuales
T98G recogidos en el canal verde, incubadas en PBS. Autoflorescencia de T98G
(blanco), T98G incubadas con NPC:PSMA (beige), T98G incubadas con NPC:T-110729
(violeta) y T98G incubadas con NPC:T-GLU»¢ (verde agua). Tiempo de incubacion: 0,5; 1
y 4 h. Condiciones de medicion: Aexe = 488 nm y Aemi = 510 — 540 nm, 10* eventos,

concentracion de particulas 10 mg/L.

A partir de estos resultados, se concluye que la funcionalizacion de NPC:T-GLU>o
con el PE T-GLU no presentan un efecto de incorporacion celular superadora con respecto a
las NPC:PSMA. La excelente capacidad de internalizacion observada para las NPC:PSMA
es consistente con los excelentes resultados obtenidos previamente en la TDF contra
glioblastoma utilizando estas particulas'®”14>. Los resultados obtenidos con las particulas
NPC:T-110720 y NPC:T-GLUzo, podrian deberse a que las concentraciones de los PE
utilizados fueron muy bajas, particularmente del PE T-GLU. Entonces tal vez, la NPC:T-
GLU3zp no presenta suficiente cantidad de moléculas de glucosa en la superficie de las
particulas como para que se produzca un reconocimiento significativo por parte de los
transportadores GLUT. En trabajos donde se ha reportado la utilizacion estos dos polimeros
Tetronic® para el reconocimiento por parte de los GLUT, la concentracion de los mismos
era mucho mayor debido a que fueron utilizados para hacer micelas poliméricas. Por
ejemplo, en el trabajo de Bukchin y colaboradores®?, donde se reporta la obtencion de T-
1107 y T-GLU, determinan que la CMC de estos componentes es de 0,53 y 0,05 % p/v
respectivamente. Expresados en mg/L seria 5300 mg/L y 500 mg/L para T-1107 y T-GLU
respectivamente para la formacion de micelas, mientras que para las NPC se utilizaron 20
mg/L. En consecuencia, la concentracion dptima para su utilizacion como PE en NPCs es

baja para lograr el redireccionamiento de NPC:T-1107 y NPV:T-GLU.
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Capitulo 4:

RESULTADOS PARTE III
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4.3. Resultados parte 111

En la parte III de este capitulo se describen los resultados obtenidos para el siguiente
objetivo especifico: Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas fotoactivas con
diametros comprendidos entre 5y 10 nm. Como se detallé en la introducciéon uno de los
principales inconvenientes para la erradicacion de biofilms se debe a la complejidad de la
matriz que recubre a las células y su dificultad para llegar hasta ellas. Por lo tanto, el
desarrollo de este objetivo se basa en la hipdtesis de que una reduccion en el diametro de las
particulas podria favorecer la penetracion de las mismas hacia zonas mas profundas dentro

de la estructura del biofilm y en consecuencia mejorar la eficiencia fotodinamica de la PDI.

Adicionalmente se sabe que este tipo de particulas han demostrado ser
nanomateriales efectivos para el tratamiento de TFD sobre células tumorales tanto en
experimentos in vitro como in vivo.'2#1417143.145.19- 144 cyales presentan un tamafio entre 20
y 40 nm. A su vez, en modelos in vivo, cuando las NPCs son administradas por via
intravenosa estas circulan en el torrente sanguineo hasta ser eliminadas via dos mecanismos
principales: (i) eliminacion renal y (ii) eliminacidon hepatobiliar. Si bien diversos factores
operan en estos procesos, es conocido que el tamafio de las nanoparticulas juega un rol
primordial en los mecanismos de biodistribucion y aclaramiento por 6rganos depuradores de

xenobidticos, 20-200.201

. Ademas, se ha reportado ampliamente que un menor tamafio de
particulas favorece dichos procesos de aclaramiento.?*? 2% En base a estos antecedentes seria
muy interesante que se utilizara el desarrollo de este tipo de particulas para conocer su

proceso de farmacocinética.

4.3.1. Sintesis de NPC, modificacion del diametro

Primeramente, se evaluaron distintas estrategias para la obtencion de NPC con un
diametro menor a 10 nm. Luego se eligio la metodologia de sintesis mas eficiente y se
realizaron ensayos de PDI sobre cultivos planctonicos y biofilms para evaluar el desempefio

de estas nuevas particulas de didmetro reducido.
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4.3.1.1. Variacioén de la Temperatura

La primera estrategia para modificar el didmetro de las NPCs consistié en modificar
la temperatura del medio acuoso donde se realiza la sintesis y simultaneamente la
concentracion del PC utilizado. Por lo tanto, se sintetizaron NPCs compuestas solamente
F8BT (denominadas como NPC,) sobre agua destilada a 0 °C y 50 °C utilizando como
control, a la sintesis realizada a temperatura ambiente (25 °C). Y se utilizaron 3
concentraciones de F8BT: 100, 50 y 20 mg/L. Una vez obtenidas las NPC, se midi6 su Dy

cada muestra se realizé por triplicado.

En la figura 61, se observa que a mayor concentracion de FSBT en las NPCs mayor
es el didmetro de las mismas. Asi mismo, al variar la temperatura del medio acuoso, se
obtiene mayor didmetro a 25 °C comparado con 0 °C y 50 °C para NPCso (barra naranja
oscuro) Y NPC (barra gris). Para las particulas NPCo (barra naranja claro) los Dy son muy

similares en todo el rango de temperaturas estudiadas.
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Figura 61. Sintesis de NPCy, modificacion de la temperatura del medio acuoso. Se
sintetizaron NPC, sobre un bafio de agua a 0 °C (naranja claro), 25 °C (gris) y 50 °C

(naranja oscuro). Concentracion de particulas: 10 mg/L.

En el trabajo de Wu y colaboradores'”’, donde se sintetizaron NPC, de FSBT
obtenidas mediante el mismo método de sintesis (nanoprecipitacion), también se logro una
disminucién del tamafio de las particulas cuando se partia de una menor concentracion del

PC en el stock de inyeccion. Como el proceso de sintesis involucra un equilibrio entre
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agregacion y colapso de cadenas, al pasar de un “buen” solvente a uno “malo” dicho
equilibrio se desplazaria hacia el colapso de cadenas cuando se disminuye la concentracion
del PC'’. En el trabajo de Li y colaboradores®®’, donde sintetizaron NPCs de FSBT y el PE
PS-PEG-COOH (ambos polimeros a iguales concentraciones). Variando la concentracion del
PC, la temperatura del medio acuoso y su volumen, los autores observaron también que al
aumentar la concentracion del PC aumentaba el Dy . En cuanto al efecto de la temperatura
del medio acuoso, en este trabajo observaron que aumentaba el Dy cuando la temperatura
superaba los 60 °C%*7. Estos ultimos resultados no necesariamente se condicen con los aqui
expresados, debido a que no se estudi6 la variacion del Dy a temperaturas por encima de
los 50 °C. Ademas, las concentraciones de los dos polimeros fueron diferentes, lo que afecta

inevitablemente al diametro de las NPC.

4.3.1.2. Variacién del pH y la fuerza idnica

En este caso se estudié como la modificacion de la composicion del medio acuoso
afecto al diametro de las NPC,. Para ello, la sintesis de estas particulas se realizé en solucion
buffer a distintos pH: 4, 7 y 10 con una concentracién de 6x10™* M en todos los casos.
Ademas, se utilizd una solucion de NaCl 6x10* M como control de fuerza idnica, lo que

permitio estudiar no sélo el efecto del pH sino también la presencia de iones en solucion.

En la figura 62 se presenta el Dy de las NPC, obtenidas a distintos pH. En estos
ensayos, no se produce una variacion significativa del tamafio de las particulas en funcion
de la concentracion del FSBT. En este caso la variacion del Dy se vio afectada principalmente
por el pH de la solucion. De todos los pH estudiados, el 6ptimo para la sintesis de NPC, fue
pH = 7 (barras color marron intermedio), ya que con esta variable se registraron en general
un Dy de menor tamafio que para el resto; con excepcién de NPC donde el menor Dy; se
registr6 a pH = 10 (barras color marrén oscuro). En cuanto a la sintesis de NPC, sobre
soluciones de NaCl, los Dy obtenidos son bastante similares a los obtenidos en agua pura
(barras color gris claro); esto indica que la presencia de iones, a esa concentracion, no estaria
afectando significativamente al proceso de obtencion de las distintas particulas.
Empiricamente se ha visto que en presencia de soluciones buffer (~ 0,1 M) la estabilidad de

las NPCs disminuye y tienden a agregarse en funcion del tiempo.
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Figura 62. Sintesis de NPCh, variacion del pH y la fuerza ionica. Se sintetizaron NPC,
sobre soluciones buffer como medio acuoso a: pH = 4 (marron claro), pH = 7 (marrén
intermedio) y pH = 10 (marrén oscuro). Ademads, se utilizaron dos controles del medio

acuoso: NaCl, que contenia fuerza idnica pero no modifica el pH (gris oscuro) y agua (gris

claro).Concentracion de particulas: 10 mg/L.

4.3.1.3. Agregado de un surfactante

Otra metodologia de sintesis utilizada para intentar modificar el didmetro de las NPC,
consistio en el agregado de un surfactante en el medio acuoso donde se realizo la sintesis.
Para ello se utiliz6 una solucién que contenia 9x10° M del surfactante T X-100. Esta

concentracion esta por debajo de su CMC (ver seccion 3.2.1.3.).

A partir de los datos obtenidos, los cuales se presentan en la figura 63, se observd
que cuando las NPC, se sintetizaron en presencia de T X-100, las mismas mostraron un
comportamiento diferente al resto de las metodologias evaluadas con respecto a las NPC
control, las cuales se sintetizaron solamente en agua (barras color gris). En este caso, el Dy
mas pequeio se obtuvo con la NPCs (color ceniza, barra del medio), seguido por la de NPC
(primera barra color ceniza). Un resultado interesante se observa cuando se sintetizaron
NPCy en T X-100 (ultima barra color ceniza), esta combinacion de variables indujo un
mayor Dy que el resto. En contraposicion vemos al grupo control, donde se observa
claramente como al disminuir la concentracion del PC, se reduce el Dy de las NPC (barras

color gris), como se ha descripto en los experimentos anteriores.
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Figura 63. Sintesis de NPChn, agregado de un surfactante Dy de las NPC sintetizadas en
presencia de T X-100 (ceniza) y un control en agua (gris) a temperatura ambiente.

Concentracion de particulas: 10 mg/L.

Esta disminucion en el Dy cuando las NPC fueron sintetizadas en T X-100 se condice
con lo publicado por Men y colaboradores®!, que sintetizaron NPCs utilizando el PC DPP-
BTzTD y PSMA (25 % en peso del PC) sobre una solucién de T X-100. En dicho trabajo,
lograron disminuir el Dy desde 25 a 4 nm sintetizandolas también por el método de
reprecipitacion controlada. Y si bien, la concentracion de T X-100 del trabajo de Men fue
significativamente mayor (0,25 % en peso), la tendencia fue la misma. La disminucion en el
Dy se veria influida por la presencia del surfactante, impidiendo la formacién de “grandes”
agregados de PC durante el proceso de sintesis. En consonancia con lo observado en esta
tesis, estan los estudios realizados por Caires y colaboradores, donde utilizan el surfactante
Tween 20® para la sintesis de NPCs (compuestas por el PC poli(2,5-
di(hexiloxi)cianotereftalilideno), CN-PPV); en este trabajo observan también que en
presencia del surfactante se obtienen NPCs con un didmetro mas pequefio (de 220 a 110

nm)2%.

4.3.1.4. Modificando la concentracion del polimero estabilizante
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Como se menciond en materiales y métodos, la segunda estrategia para modificar el
Dy de las NPCs consisti6 en mantener fija la concentraciéon del FS8BT y modificar la

concentracion del PE PSMA. Esta estrategia obedece a dos consideraciones:

¥ Por un lado, empiricamente se ha visto que el agregado de un 20 % de PSMA
disminuye el D;; de las NPC con respecto a aquellas que no tienen dicho PE.

¥ Ademas, en bibliografia se ha reportado que el agregado de PSMA disminuye el Dy
de las nanoparticulas en comparacion a aquellas que no lo tienen?2%°, En estos dos
trabajos se obtuvieron NPCs con distintos PC y una sola concentracion de PSMA;

ademas, en general los D,; son mayores a los que se desean obtener en esta tesis.

En base a estos antecedentes se planted estudiar como se modifica el Dy cuando
aumenta la concentracion del PE. Con esto en mente, y considerando a la masa del F§BT
como el 100 % p/p, se sintetizaron NPC de F8BT + un 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400 o
500 % p/p de PSMA (denominadas como NPC:PSMA,,). Se consideraron a las NPC:PSMA
(con 20 % de PSMA) como el “grupo control” a partir del cual se compararon el resto de las
particulas obtenidas; esta eleccion se debe a que las NPC:PSMA estan bastante estudiadas.

El método de sintesis se encuentra descripto en la seccion 3.2.1.3.

Los Dy obtenidos para las distintas particulas de NPC:PSMA,, se presentan en la
figura 64 Se observa que con el aumento de PSMA disminuy¢ el tamafio de las particulas,
logrando efectivamente la disminucion del Dy que se pretendia obtener. Partiendo de un
diametro de 18 nm (NPC:PSMA, primera barra, color beige claro), se logrdé disminuir el
mismo hasta 5 nm (NPC:PSMAsq, Gltima barra, color marrén). Ademas, se pudo observar
a simple vista que todos los bachs de NPC:PSMA, se mantuvieron estables coloidalmente

por un periodo aproximado de 2 meses (datos no mostrados).
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Figura 64. Sintesis de NPC:PSMA.,, modificando la concentracion de PE. D, de las
NPC:PSMA,. La escala de colores va desde beige hacia al marréon a medida que aumenta

el % de PSMA. Concentracion de particulas utilizadas; 10 mg/L.

En trabajos previos publicados por el grupo de investigacion se ha reportado que los
valores de Dy van desde ~ 40 nm para NPC de F8BT?’ a ~ 20 nm cuando las NPCs de F8BT
contienen un 20 % de PSMA!*!. En trabajos publicados por otros autores también se ha
reportado una disminucioén considerable del Dy de las NPCs con el agregado de PSMA. Un
ejemplo es el trabajo de Nakamura y colaboradores*®, donde sintetizaron NPCs compuestas
por F8BT + PSMA (25 % p/p) se observo una disminucion en el Dy a medida que aumentaba
el pH y en NPCs sin PSMA, pero siempre a la misma concentracion de PC. Este efecto en
el Dy, podria deberse a un aceleramiento de la hidrdlisis del PSMA, a medida que aumenta
el pH de la solucion acuosa. En el articulo de revision de Kang y colaboradores se explica
que el agregado de mayores cantidades PE genera NPC de menor tamafio, porque un
aumento de este tipo de polimeros tiene un efecto sobre la superficie de la NPCs, donde no

s6lo favorece la disminucion del tamafio si no que aumenta su estabilidad coloidal?!°.

De todas las concentraciones de PSMA probadas, fueron las NPC:PSMAso aquellas
que presentaron un menor Dy. Ademas de su menor didmetro, las NPC:PSMA s, fueron
igual de estables, en el tiempo, que las NPC:PSMA las cuales son consideradas como de

referencia.

Por lo tanto y debido a su facil método de obtencion y elevada estabilidad coloidal,
se eligieron a las NPC:PSMAsp para continuar con los ensayos de caracterizacion y
posterior prueba de concepto, donde se evalla si el diametro reducido de estas favorece la
inactivacion del biofilm debido a una mayor penetracion hacia el interior de su estructura.
Para la realizacion de estos ensayos también se utilizaron NPC:PSMA como referencia de

una particula de mayor diametro.

4.3.2. Caracterizacion extendida de NPC:PSMA y NPC:PSMAs0
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Una vez seleccionadas las nanoparticulas que se van a utilizar, se procedi6 a realizar
la caracterizacion de las mismas. La primera etapa de caracterizacidon consistié en tomar
espectros de absorcidn, excitacion y emision para estudiar si el agregado de PSMA modifica
las propiedades de fluorescencia intrinsecas del FSBT contenido en las NPC. Es importante
aclarar que esta etapa de caracterizacion se realizé con NPC:PSMA y NPC:PSMA 500 sin el
agregado de la porfirina PtOEP, ya que, como se menciond anteriormente, el dopado con la

misma inactiva la fluorescencia del FSBT de manera significativa®’.

En la figura 65 se presentan los espectros de absorcion de NPC:PSMA (curva beige)
y NPC:PSMAs500 (curva marrén). En la figura 65A se observan los espectros sin normalizar
y, en la figura 65B se observan los espectros normalizados utilizando como referencia el
valor de absorbancia a 456 de las NPC:PSMA. Se puede observar que a medida que aumenta
la concentracion de PSMA se produce un leve desplazamiento batocrémico de ~ 5 nm.
Ademas, con el aumento del % de PSMA, se observa una leve disminucion en la absorcion
del primer pico (alrededor de 325 nm) que normalmente tiene el espectro de absorcion de

las NPC:PSMA y que se corresponde a la absorcién de F§BT.
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Figura 65. Espectros de absorcion de NPC:PSMA y NPC:PSMAsp0. (A) espectros sin

normalizar. (B) espectros normalizados. Color beige para NPC:PSMA y marron para
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NPC:PSMA;00 Concentracion de particulas usadas: 13,3 mg/Ly 10,9 mg/L de NPC:PSMA
y NPC:PSMA 509 respectivamente.

En la figura 66 se muestran los espectros de emision de las NPC:PSMA vy
NPC:PSMAsq0. Para tomar estos espectros (y también para los de excitacion) se igualaron
las absorbancias de las dos particulas a A4s¢ = 0,1 y se tomaron todos los espectros utilizando
las mismas condiciones instrumentales. Cuando los espectros no estan normalizados (figura
66A), se observa un leve aumento de la emision de las NPC:PSMAsoo (curva marrén) con
respecto a las NPC:PSMA (curva beige) y cuando los mismos se normalizan (figura 66B)
practicamente no se observan cambios en la estructura de los espectros. Eso indica que la
presencia de mayores concentraciones de PSMA no estaria afectando significativamente a

las propiedades fotofisicas del PC F8BT.
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Figura 66. Espectros de emision de NPC:PSMA y NPC:PSMAso0. (A) espectros sin
normalizar. (B) espectros normalizados. Color beige para NPC:PSMA y marron para
NPC:PSMA500. Condiciones de medicion para todas las muestras: Aexc =456 nm slit 1, Aemi

=470-750 nm slit 1, sefial Slc, 2,4 mg/L.
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El leve aumento en la intensidad de emision del F8BT cuando aumenta la
concentracion de PSMA, puede interpretarse considerando que las cadenas poliméricas del
PSMA sirven como “espaciador” entre los cromoéforos del F8BT. De esta manera,
disminuyen la eficiencia de los eventos de homo-ET del tipo Forster que ocurren entre los
“cuasi-cromoforos” de las cadenas del PC. los cuales pueden, eventualmente, conducir la
energia de excitacion a sitios Q, los cuales fueron descriptos previamente. En el trabajo de
Zhao y colaboradores se hace una revision sobre el efecto que generan los PE sobre las
distintas propiedades de las NPC. Un efecto notable del agregado del PE a la NPC es el
aumento de los rendimientos cudnticos de fotoluminiscencia®. Al igual que en el trabajo
Zhao y colaboradores en esta tesis se registra un aumento en la emision de fluorescencia con
el agregado de mayores cantidades de PSMA, lo que podria estar modificando el ¢r de las

NPCs.

En la figura 67 se presentan los espectros de excitacion normalizados de NPC:PSMA
(curva beige) y NPC:PSMA5qo (curva marrén), donde no se registran cambios en la forma
del mismo en ninguna de las particulas. Este resultado confirma nuevamente que la presencia
de mayores concentraciones de PSMA no afectan apreciablemente a las propiedades

fotofisicas del PC F8BT.
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Figura 67. Espectros de excitacion normalizados de NPC:PSMA y NPC:PSMAsoo.
Color beige para NPC:PSMA y marron para NPC:PSMA5p0. Condiciones de medicion: Aemi

=600 nm slit 1, Aexe = 325-590 nm slit 2, sefal S1/R1c. Concentracion de particulas 2,4

mg/L.
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4.3.2.1. Caracterizacion de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs0+PtOEP

La segunda etapa de caracterizacion se realizd con ambas nanoparticulas dopadas
volumétricamente con 10 % p/p de PtOEP (denominadas como NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA;00+PtOEP), ya que el dopado con dicha porfirina les confiere la capacidad para
producir eficientemente '0,?” como se ha mencionado anteriormente. Y es dicha capacidad
amplificada de produccion de 'Oz lo que permite utilizarlas como PS en la PDI. En esta etapa
de caracterizacion se volvieron a tomar espectros de absorcion, para confirmar la presencia
de la porfirina en ambas nanoparticulas, se midi6 el Dy para ver si la presencia de PtOEP
aumenta el tamafio de las nanoparticulas, se midi6 el { de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA500+PtOEP 'y se tomaron iméagenes de TEM de wuna solucion de
NPC:PSMA500+PtOEP.

En la figura 68 se muestran en color rosa y coral las curvas correspondientes a los
espectros de absorcion de las NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP respectivamente
sin normalizar (figura 68A) y normalizados (figura 68B). En ambas preparaciones se
observan claramente los picos de absorcion caracteristicos del F8BT (a ~ 325 y 456 nm) y
de la PtOEP (a ~ 400 y 530 nm). Al igual que en la figura 65, se observa un muy leve
desplazamiento batocrémico en las NPC:PSMA500+PtOEP de ~ 5 nm.
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Figura 68. Espectros de absorcion de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP.
(A) espectros sin normalizar. (B) espectros normalizados. Color rosa para
NPC:PSMA+PtOEP y coral para NPC:PSMA500+PtOEP. Concentracion de particulas: 10,3
mg/Ly 11,7 mg/L para NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA;500+PtOEP respectivamente.

Se midi6 el Dy; de ambas nanoparticulas y en la figura 69 se presentan los histogramas
de distribucion de Dy de NPC:PSMA+PtOEP (figura 69A) y NPC:PSMA500+PtOEP (figura
69B). El Dy se determind a partir de un ajuste gaussiano (linea continua negrada) realizado
para el histograma de cada muestra. Los cuales fueron de 19,7 £ 0,4 nm para
NPC:PSMA+PtOEP y de 6,06 = 0,1 nm para NPC:PSMAs500+PtOEP. Se observa que la
presencia de la porfirina aumenta levemente el tamafio de las dos particulas (ver figura 64
donde se muestran los diametros de ambas particulas sin PtOEP). Aun asi, las
NPC:PSMA;500+PtOEP se encuentran dentro del rango de tamafios que se esperaba conseguir
(entre 5 y 10 nm). Ademas, las poblaciones de las dos particulas son bastante homogéneas,
especialmente para NPC:PSMA500+PtOEP donde se evidencia una distribucion de tamaios

estrecha y la ausencia de agregados significativos.
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Figura 69. Distribucion de tamafio de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP
mediante DLS. Los datos de cada muestra fueron ajustados a una funcion gaussiana (linea
continua negra). (A) histogramas de distribucion del tamafio de NPC:PSMA+PtOEP. (B)
distribucion de tamafios de NPC:PSMA500+PtOEP. Concentracion de particulas 10 mg/L.

Mientras que en la figura 70 se muestran los resultados obtenidos a partir de las
mediciones del tamafio de NPC:PSMA500+PtOEP obtenidas a partir de imagenes de TEM.
Primero se muestra la distribucion de tamanos de NPC:PSMAso+PtOEP (figura 70A).
Mientras que en las figuras 70B, 70C y 70D se muestran las imagenes de TEM a distintas
magnificaciones, con sus barras de escala de 200, 100 y 50 nm respectivamente. La
distribucion de tamanos de NPC:PSMAs0o+PtOEP se obtuvo a partir de la medicion de los
didmetros de las particulas en diferentes imdgenes y a diferentes magnificaciones,
posteriormente la distribucion de diametros obtenida fue ajustada a una funcidon gaussiana
(linea continua negra). Se obtuvo que el didmetro de las NPC:PSMA;500+PtOEP obtenido
mediante esta técnica fue de 8,09 = 0,1 nm, levemente mayor que el Dy obtenido mediante

DLS.
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Figura 70. Mediciones del diAmetro de NPC:PSMAs00+PtOEP mediante TEM. (A)
distribucion de tamafios obtenido a partir de las imagenes de TEM. (B-D) imagenes de
TEM de NPC:PSMA500+PtOEP. Escala de magnificacion de las imagenes 200 (B), 100 (C)
y 50 (D) nm.

Las dos técnicas empleadas para determinar el tamafnio de las NPC:PSMA 500+PtOEP
presentan diferencias metodologicas sustanciales. Por un lado, TEM permite medir
particulas en estado seco, adheridas a un sustrato (grilla) y bajo condiciones de alto vacio, lo
que podria inducir una leve deformacion o contraccion estructural de las particulas. En
contraste, la técnica de DLS determina el Dy de las particulas en suspension, asumiendo una
morfologia esférica para el analisis matematico de los datos. A pesar de las diferencias entre
ambas técnicas, los valores obtenidos por ambas técnicas resultan consistentes entre si,

observandose una diferencia de ~2 nm.

Por ultimo, se midi6 el { de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP para

conocer si la presencia de mayores cantidades de PSMA afecta a la carga superficial que
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tienen estas ultimas. Se conoce que las NPC:PSMA+PtOEP tienen un { negativo y con
respecto a las que contienen un mayor porcentaje de PSMA, se esperaria que fuesen todavia
mas negativas debido a que el PE presenta carga negativa en solucion (la reaccion de
hidrolisis del PSMA en medios acuosos se muestra en la figura 10). En la figura 71 se
presentan los resultados de las mediciones de {, donde las NPC:PSMA-+PtOEP tienen un
promedio de -35,7 £ 0,6 mV (diagrama de cajas rosa); mientras que las
NPC:PSMA;500+PtOEP son levemente mas positivas, con un { promedio de -32,2 £ 2,3 mV

(diagrama de cajas coral).
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Figura 71. { de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP. El color rosa y coral
corresponden a los diagramas de cajas de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP

respectivamente. Concentracion de particulas usada: 10 mg/L.

Como se menciono6 anteriormente, se sabe que las NPC:PSMA+PtOEP presentan una
densidad de carga mucho maés negativa que cuando el PE PSMA no esta presente
(NPC)!*17%; como se menciond previamente se debe a la hidrolisis del PSMA en entornos
acuosos. Siguiendo este razonamiento se esperaba que las NPC:PSMA 500+PtOEP fuesen
mas negativas que las NPC:PSMA+PtOEP y contrariamente a lo esperado, las
NPC:PSMA;500+PtOEP tienen un { levemente menor que las NPC:PSMA+PtOEP. Si bien
dicho { es menor, no difiere significativamente del { de las NPC:PSMA+PtOEP.

Para tratar de entender estos resultados, se hizo una estimacion muy simple de la
concentracion molar de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP siguiendo dos

trabajos previos del grupo®”!’; y los detalles de este célculo se describen en la seccion
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3.4.2.3. Esta estimacion considera entre otras cosas la masa total de material
(FEBT+PSMA+PtOEP), la densidad del material nanoparticulado y el didmetro medio de
las particulas. A partir de dicha estimacion, una solucion de 10 mg/L (que es la concentracion
utilizada para las medidas de DLS) de NPC:PSMA+PtOEP tiene una concentracion molar
de ~ 1,9x10® M, mientras que una solucion de 10 mg/L de NPC:PSMAs+PtOEP tiene una
concentracién molar de ~ 3,7x107 M; es decir que la solucion de NPC:PSMAs0o+PtOEP

tiene ~ 20 veces mas de particulas que la de NPC.

Por otro lado, también se estimo¢ la cantidad de moléculas de PSMA que hay por cada
particula de NPC:PSMA+PtOEP y de NPC:PSMAs500+PtOEP. Para ello, se considerd que
una solucion de 10 mg/L de NPC:PSMA+PtOEP tiene 10 mg/L de F8BT y 2 mg/L de PSMA;
esos 2 mg/L. de PSMA se dividen por su PM (1700g/mol) para obtener su concentracion
molar, y a ese resultado se lo divide a su vez por la concentracion molar de
NPC:PSMA+PtOEP. Para el caso de las NPC:PSMA500+PtOEP la solucion de 10 mg/L
contiene 10 mg/L de FSBT y 50 mg/L de PSMA. Estos resultados indican que hay ~ 6,2x10*
moléculas de PSMA por cada particula de NPC:PSMA+PtOEP y ~ 8x10* moléculas de
PSMA por cada particula de NPC:PSMAs0+PtOEP. Por lo tanto, estas estimaciones
sugieren que no hay grandes diferencias en la cantidad de moléculas de PSMA por unidad
de nanoparticula, lo que explicaria la poca diferencia observada en los potenciales zeta de

ambas particulas.

4.3.3. Ensayos de PDI con NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAsq+PtOEP
4.3.3.1. Estudio del efecto post fotodinamico en cultivos plancténicos

El primer ensayo para evaluar la citotoxicidad de las particulas desarrolladas sobre
cultivos planctdnicos consistio en realizar una curva de muerte, donde se cuantifico la carga
bacteriana (mediante recuento de colonias) en funcidn del tiempo de irradiacion (los detalles

del ensayo se encuentran especificados en el apartado 3.5.3.1).

En la figura 72, se observa como disminuye la carga bacteriana al aumentar el tiempo
de irradiacion. El grupo control (curva gris plata) consistid en bacterias en ausencia de
particulas que fueron irradiadas en iguales condiciones que los tratamientos con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP; en este caso no se observa una disminucion
en la carga bacteriana durante los 30 min de irradiacion. Lo cual indica que la dosis de luz
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utilizada no tiene efecto citotoxico intrinseco (irradiancia 28,8 J/cm?). Para los tratamientos,
se evaluaron dos concentraciones de NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP de 1y 5
mg/L. Cuando las bacterias fueron tratadas con NPC:PSMA+PtOEP + luz (curva rosa), se
observa una disminucion de 1,95 y 1,24 log para las concentraciones de 5 y 1 mg/L de
NPC:PSMA+PtOEP respectivamente. Estos valores son muy similares a los mostrados en la
parte I de resultados, resultado que era esperable ya que se utilizaron las mismas particulas
y condiciones experimentales (figura 39). Mientras que en el tratamiento con
NPC:PSMA500+PtOEP + luz (curva coral), indujo un brusco descenso de la carga bacteriana
durante los primeros 10 minutos de irradiacidon, pero luego se mantuvo relativamente
constante durante el resto del tiempo de irradiacion. En este tratamiento se logré la reduccion
de 2,05y 1,94 log para 5y 1 mg/L de NPC:PSMAs500+PtOEP. Esta disminucion indica que
el tratamiento producido con estas particulas también ejerce un efecto bacteriostatico, donde

se inhibe el crecimiento bacteriano.
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1 mg/L de N T— T
O NPC:PSMA+PtOEP I
_I 4=¥=5mg/L de
NPC:PSMA,,+PtOEP
1 mg/L de
4 NPC:PSMAg,+PtOEP
I ¥ 1 1 1

0 10 20 30
Tiempo de irradiacion (min)

Figura 72. Citotoxicidad fotoinducida en cultivos planctonicos de MRSA con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP. Disminucion de la carga bacteriana en
funcion del tiempo de irradiacion y la concentracion de NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA500+PtOEP. Se irradi6 la muestra cada 5 min (dosis de luz cada 10 min = 9,6
J/em?2) y cuantificé la carga bacteriana luego de cada ciclo de irradiacion. Grupo control
(gris plata), MRSA tratadas con NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y MRSA incubadas con
NPC:PSMA500+PtOEP (coral). Los colores mas oscuros corresponden a las dosis mas altas

(5 mg/L) y los mas claros a las dosis mas bajas (1 mg/L).
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4.3.3.2. Estudio del efecto post fotodinamico sobre biofilms maduros

Como se discuti6é anteriormente, la importancia de utilizar particulas de diametro
reducido radica en la posibilidad que estas tengan de migrar hacia zonas mas profundas de
la matriz del biofilm y, cuando se realiza la PDI, poder ejercer un efecto generalizado hacia
toda la estructura. Por lo tanto, el estudio del dafio fotoinducido sobre biofilms se centrd en

los dos aspectos caracteristicos de dicha estructura: matriz de EPS y bacterias.

4.3.3.2.1. Cuantificacion de la biomasa total

En la figura 73 se observa la disminucion de la biomasa total del biofilm luego de la
PDI con NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP. Del lado izquierdo, se encuentran
los controles en oscuridad, donde se registra una disminucion del ~ 25 % de la biomasa del
biofilm que recibi6 NPC:PSMA+PtOEP (barra color rosa) y del ~ 30 % cuando se incubd
con NPC:PSMA50p+PtOEP (barra color coral). Estos resultados indican que ambas
nanoparticulas presentan un moderado efecto citotdxico intrinseco; y dicho efecto es mas
marcado para NPC:PSMAso0+PtOEP. Del lado derecho de la figura se encuentran los
tratamientos de NPC:PSMA+PtOEP y luz y NPC:PSMA;500+PtOEP y luz. En este caso la
disminucién de la biomasa es significativamente mayor debido al efecto de la luz, donde el
tratamiento realizado con NPC:PSMA500+PtOEP y luz redujo la biomasa en un ~ 40 % y el
tratamiento de NPC:PSMA500+PtOEP y luz la redujo mas del 50 %.
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Figura 73. Cuantificacion de la biomasa total de biofilms maduros con

NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP. Izquierda controles de oscuridad y
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derecha tratamientos con luz. Biofilm control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP
(rosa) y Biofilm + NPC:PSMA500+PtOEP (coral). Concentracion de particulas utilizadas:
20 mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

4.3.3.2.2. Ensayo de actividad metabolica|

Para estudiar la viabilidad celular, se utilizd el ensayo de la resazurina, que mide
actividad metabodlica celular debido a que las enzimas respiratorias reducen la sal de
resazurina (de color azul y no fluorescente) a resorufina (de color rosa y fluorescente). Esta
técnica tiene la particularidad de que se puede seguir mediante espectroscopia UV-vis y
espectroscopia de fluorescencia, los detalles experimentales se describen en la seccion
3.5.2.3. Al igual que MTT, el ensayo de la resazurina solo mide actividad metabdlica, por lo

que se puede asumir que a mayor actividad metabdlica mayor serd la viabilidad celular.

En la figura 74 se presentan los resultados del ensayo de viabilidad celular. Del lado
izquierdo se encuentran los controles en oscuridad y del lado derecho los tratamientos con
luz. En oscuridad, observa que la actividad metabdlica disminuye un ~ 50 % y ~ 40 % cuando
el biofilm se incuba con NPC:PSMA+PtOEP (barra rosa) y NPC:PSMAs00+PtOEP (barra
coral) respectivamente. Esto confirma nuevamente que ambas nanoparticulas presentan un
cierto efecto citotoxico intrinseco. Cuando los biofilms fueron tratados con particulas y luz,
la disminucién de la actividad metabdlica es mucho mas significativa. El tratamiento de
biofilm tratado con NPC:PSMA+PtOEP y luz, provoc6d una disminucién en la actividad
metabolica de ~ 70 %. Mientras que el tratamiento con NPC:PSMA;500+PtOEP + luz, se logro
una disminucion en la actividad metabolica de biofilm del ~ 90 %. La disminucion de la
actividad metabdlica cuando el biofilm fue tratado con NPC:PSMAs500+PtOEP y luz fue
significativamente menor con respecto al grupo control, esto indica que el menor tamafio de

las particulas induce un mayor efecto citotdxico.
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Figura 74. Ensayo de actividad metabdlica sobre biofilms maduros con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP. Izquierda controles de oscuridad y
derecha tratamientos con luz. Biofilm control (gris plata), biofilm + NPC:PSMA+PtOEP
(rosa) y Biofilm + NPC:PSMA500+PtOEP (coral). Concentracion de particulas utilizadas:
20 mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

4.3.3.2.3. Cuantificacién de proteinas libres en el sobrenadante del biofilm

Como se menciond anteriormente, el ensayo de Bradford permite cuantificar
proteinas en solucidn, por lo que en esta tesis se lo utiliza como un indicador del dafio
doblemente fotoinducido por la PDI: a la matriz de EPS y a las bacterias que lo conforman.
Dado que el tratamiento compromete tanto la integridad celular como la matriz de EPS, se
espera poder cuantificar proteinas que se liberen al sobrenadante luego del tratamiento con

NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA;500+PtOEP y luz.

En la figura 75 se encuentran los resultados obtenidos para la cuantificacion de las
proteinas del sobrenadante de biofilms maduros tratados previamente con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA;500+PtOEP, del lado izquierdo se encuentran los controles
en oscuridad y del lado derecho los tratamientos con luz. Para los controles en oscuridad,
solo se registra un aumento en la concentracion de proteinas cuando los biofilms fueron
tratados con NPC:PSMAs00+PtOEP (barra coral). Dicho resultado es significativamente
mayor que para el control (barra gris plata) y biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (barra rosa).
Los resultados obtenidos en oscuridad resultado indican nuevamente un cierto efecto
citotoxico intrinseco de las particulas. Cuando se realizo el tratamiento de PDI, todas las

muestras liberaron una mayor cantidad de proteinas al sobrenadante del biofilm, pero la
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concentracion significativamente mayor se obtuvo cuando los biofilms fueron tratados con
NPC:PSMA;500+PtOEP y luz. Este resultado estaria indicando que, segin lo esperado, un
menor tamafio de particula (~ 6 nm) favoreceria el ingreso de las mismas hacia el interior
del biofilm aumentando la eficiencia de la PDI con respecto a las NPC:PSMA+PtOEP (~ 20

nm).
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Figura 75. Cuantificacion de proteinas en el sobrenadante de biofilms tratados con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMAs00+PtOEP. Izquierda controles de oscuridad y
derecha tratamientos con luz. Biofilm control (gris plata), biofilm tratado con
NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y biofilm tratado con NPC:PSMA 500+PtOEP (coral).

Concentracion de particulas utilizadas: 20 mg/L. Dosis de luz: 57,6 J/cm?.

4.3.3.2.4. Tincién de la matriz de EPS

El altimo ensayo realizado para estudiar el efecto fotoinducido de las particulas de
diametro reducido sobre biofilms consistio en tefiir la matriz de EPS luego de la PDI. Para
ello, se utilizo el colorante fluorescente CW que se une a los componentes de la misma. En
la figura 76, se muestran los resultados de este ensayo. Del lado izquierdo se encuentran los
controles en oscuridad y del derecho los tratamientos con luz. En oscuridad, no se observan
cambios en la intensidad de fluorescencia de la matriz tefiidda ni para el control ni para
ninguno de los tratamientos. En cambio, cuando el biofilm fue tratado con
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA500+PtOEP y luz (barras rosa y coral respectivamente), se
produjo una disminucién significativa de la Ir con respecto al control (barra gris plata), lo

que indica una menor cantidad de matriz de EPS. Esta disminucion fue mas notoria cuando

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 171



el biofilm fue tratado con NPC:PSMA;500+PtOEP y luz, lo que indica que el menor tamafio

de las particulas favorece la erradicacion de estas estructuras multirresistentes.
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Figura 76. Tincion de la matriz de EPS de biofilms tratados con NPC:PSMA+PtOEP
y NPC:PSMA500+PtOEP. Izquierda controles de oscuridad y derecha tratamientos con
luz. Biofilm control (gris plata), biofilm tratados NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y Biofilm
tratados con NPC:PSMA500+PtOEP (coral). Concentracion de particulas utilizadas: 20

mg/L.

En lineas generales, los tratamientos con NPC:PSMA500+PtOEP y luz presentan una
mejora en la eficiencia de la PDI con respecto a las NPC:PSMA+PtOEP. Esto podria
interpretarse como una consecuencia del menor didmetro que presentan las
NPC:PSMA;500+PtOEP, lo que favorece su distribucion a lo largo de toda la estructura del
biofilm, pudiendo llegar hacia zonas mas profundas del mismo. Esta mejora en la
eliminacion de biofilms, cuando se reduce el tamafio de las nanoparticulas estd descripto en
algunos trabajos'*>°%17% Un claro ejemplo de esto se encuentra en el trabajo de Tang y
colaboradores®!'!, donde se sintetizaron nanoparticulas de diferente tamafio para la PDI sobre
biofilms de Candida albincans. Ellos observaron que las particulas de menor tamafio (15
nm), fueron las que mejor eficiencia antibiofilm presentaron, lo cual fue atribuido a su
tamafio y a la capacidad de ingresar hacia capas mas profundas del biofilm. Esto habla de
que la capacidad que tiene una nanoparticula de generar ROS es tan importante como el
lugar donde se posicionan, porque al ingresar en zonas mas profundas del biofilm, se
maximiza el efecto producido por las ROS. En el trabajo de Ali y colaboradores?!? se

obtuvieron nanoparticulas de plata de 12 y 45 nm, y observaron que las propiedades
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antibacterianas y antibiofilm estaban relacionadas de manera inversa con su tamafio. Y
determinaron que el dafio producido esté relacionado con su tamafo reducido. Si bien en el
trabajo de Ali, no se utilizan NPCs ni fototerapias, sus resultados demuestran que la mayor
efectividad terapéutica esté relacionada directamente con el tamaiio de las particulas que con

su mecanismo de accion antibacteriana.

4.3.4.Ensayos de viabilidad celular en células eucariotas

Como se menciond en la primera parte del capitulo de resultados, el estudio de la
biocompatibilidad del material es una etapa crucial para evaluar su posible aplicabilidad en
sistemas vivos. Tal como se describi6 anteriormente, se siguieron los lineamientos descriptos
en la las norma ISO 10993-4!% para realizar los ensayos de actividad metabélica en

fibroblastos y hemolisis de eritrocitos.

434.1. Actividad metabdlica en fibroblastos

Para estudiar la  biocompatibilidad de las NPC:PSMA+PtOEP vy
NPC:PSMA;00+PtOEP sobre fibroblastos midi6 la actividad metabdlica mediante un ensayo
de MTT luego de 1 h de incubacion con distintas concentraciones de las dos particulas en
oscuridad (1, 5, 10 y 20 mg/L). Los detalles experimentales se describen en la seccion 3.6.1.
En la figura 77 se observa que a medida que aumenta la concentracion de
NPC:PSMA;00+PtOEP disminuye la actividad metabolica. Dicha disminucion se hace mas
significativa cuando las concentraciones de NPC:PSMA50o+PtOEP son de 10 y 20 mg/L, lo
que indica que a partir de estas concentraciones las NPC:PSMAs0o+PtOEP producen un
fuerte efecto citotoxico de fibroblastos. Este efecto no se observa para los fibroblastos
tratados con NPC:PSMA+PtOEP, lo que estaria indicando que la toxicidad depende
principalmente del tamafio que presentan las NPC:PSMA 50+PtOEP.
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Figura 77. Ensayo de actividad metabdlica con NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMAs00+PtOEP sobre fibroblastos. [zquierda controles de oscuridad y derecha
tratamientos con luz. Biofilm control (blanco), biofilm tratados con NPC:PSMA+PtOEP
(rosa) y Biofilm tratados con NPC:PSMAs00+PtOEP (coral). Concentraciones de NPC y

NPC-500 utilizadas: 1, 5, 10 y 20 mg/L.

434.2. Hemolisis de eritrocitos

El segundo ensayo realizado para estudiar la biocompatibilidad de
NPC:PSMA+PtOEP y NPC:PSMA;500+PtOEP consistio en realizar un ensayo de hemdlisis
de eritrocitos humanos. Los resultados se encuentran en la figura 78, donde se observa que
a medida que aumenta la concentracion de NPC:PSMAs00+PtOEP (barra coral) aumenta el
porcentaje de hemdlisis en funcion de la concentracion. Solamente para la concentracion de
1 mg/L de NPC:PSMA500+PtOEP la hemolisis es del ~ 5% que es el valor aceptado para este
tipo de biomateriales'®’; esto indica que a concentraciones mayores a 1 mg/L, estas particulas
se consideran altamente citotoxicas. Esto no sucede con las NPC:PSMA+PtOEP, ya que a
todas las concentraciones evaluadas el % de hemolisis siempre estuvo por debajo del 5 %.
Esto confirma nuevamente que el mayor efecto citotdxico estaria relacionado con el menor

diametro de las particulas.
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Figura 78. Hemdlisis de eritrocitos tratados con NPC:PSMA+PtOEP y
NPC:PSMA+PtOEP sobre fibroblastos. Biofilm + NPC:PSMA+PtOEP (rosa) y Biofilm
+ NPC:PSMA;00+PtOEP (coral). Concentraciones de particulas utilizadas: 1, 5, 10 y 20
mg/L.

Los dos ensayos de biocompatibilidad presentan resultados similares: solamente la
concentracion de 1 mg/L de NPC:PSMA;500+PtOEP se considera biocompatible con sistemas
bioldgicos, mientras que a mayores concentraciones la toxicidad aumenta
considerablemente. Estos resultados indican que a concentraciones efectivas para la
erradicacion de biofilms (20 mg/L), este nanomaterial no es adecuado para su utilizacion en
organismos vivos, por lo que deberia ser utilizado para tratar biofilms sobre superficies

abidticas como la desinfeccion de superficies.
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Capitulo 4:

RESULTADOS PARTE 1V
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4.4. RESULTADOS - PARTE IV

En la parte IV de este capitulo se describen los resultados correspondientes al
siguiente objetivo especifico: Sintetizar y caracterizar NPC capaces de generar por
irradiacion especies ROS (en particular, '02) de forma mas eficiente que las
previamente desarrolladas por nuestro grupo. En este objetivo, se plante6 el desarrollo
de una NPC dopada superficialmente con la porfirina Pt-TCPP, cuya estructura se encuentra

esquematizada en la figura 6.

La utilizacion de la porfirina Pt-TCPP se hipotetiza en la posibilidad de localizar a la
misma en la interfaz entre particula y medio, a diferencia del sistema de dopado
volumétricamente con la porfirina PtOEP utilizado previamente. Este cambio en la
arquitectura de las particulas tiene como objetivo modular el acoplamiento electronico entre
el PC F8BT y la porfirina de manera tal que pueda evitarse el proceso de ET-TT desde el
SPtOEP* hacia el triplete del *F8BT*, observado parra el sistema de NPCs dopadas
volumétricamente con PtOEP. Como se discutid en el marco tedrico (seccion 2.7.1.), en este
sistema, la TE-TT entre PtOEP y F8BT resulta energéticamente favorable, lo que conduce a
que el estado *F8BT* actue como aceptor final de la energia y, en consecuencia, limite el

rendimiento cuantico de generacion de 'O..

El dopado superficial con la porfirina Pt-TCPP constituye entonces una estrategia de
control cinético, orientada a restringir la interaccion electronica de corto alcance responsable
de la TE-TT, sin afectar significativamente al proceso de TE-SS desde el 'F8BT* hacia la
porfirina. En este sentido, se espera que el estado triplete excitado de la porfirina Pt-TCPP
(*Pt-TCPP*) sea el principal sensibilizador de 'O,. Adicionalmente, la disposicion
superficial del fotosensibilizador favorece la difusién del 'O, generado, lo que podria

aumentar la eficiencia fotodinamica.

Es importante destacar que la porfirina Pt-TCPP presenta una similitud estructural
con la porfirina PtOEP, con la diferencia que PT-TCPP presenta 4 grupos carboxilos unidos
al anillo tetrapirrolico. Estos grupos carboxilos le confieren una capacidad moderada de

213215 " ademads de hacerlo en solventes organicos como el

solubilizarse en medios acuosos
THF. La similitud estructural entre ambas porfirinas es una caracteristica clave para
maximizar hipotéticamente el @ obtenido para el sistema de NPC dopada con 10 % de

PtOEP.
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4.4.1. Caracterizacion de los componentes

Primeramente, se tomaron espectros de absorcion de las particulas utilizadas, las
cuales estdn compuestas solamente por F8BT (NPC), ademas se tomaron espectros de
absorcion de la porfirina Pt-TCPP. En la figura 79 se presentan los espectros de absorcion
correspondientes a NPC en agua (curva gris) y Pt-TCPP en tres solventes distintos: THF
(curva discontinua), buffer fosfato a pH = 8 (curva continua) y agua (pH ~ 5, 6) (curva
punteada), representados en diferentes tonos de rojo. Cuando la Pt-TCPP se disuelve en agua
tiende a formar agregados cuyo espectro de absorcion difiere significativamente de aquel
correspondiente al material disuelto. Este comportamiento estd reportado en el trabajo de
Vasil’ev y colaboradores donde explican que la baja solubilidad en agua de esta porfirina se
debe a que la ionizacion de los grupos carboxilos comienza a pH < 523, También, se calculd
el € a401 nm de Pt-TCPP en buffer fosfato a pH = 8, 0,05 M y se obtuvo un E401 = 2,6x10°
M1 ecm!, el cual es consistente con el reportado en bibliografia (€405 = 2,1x10° M cm™ en

buffer fosfato a pH = 8, 0,05 M)?'>.
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Figura 79. Espectros de absorcion de NPC y Pt-TCPP. NPC (15 mg/L) en buffer a pH =
8 (gris) y Pt-TCPP (2,62 mg/L) en THF (discontinua), agua ultra pura (discontinua) y

buffer a pH = 8 (continua) en distintos tonos de rojo.
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Se tomaron espectros de emision de: NPC, Pt-TCPP en THF donde se utilizaron las
condiciones experimentales empleadas para monitorear la emision del FEBT (Aexe =456 nm)
con el fin de verificar que, en dicho rango espectral, la porfirina Pt-TCPP no presenta emision
detectable; lo cual es importante para los siguientes ensayos. Y, por ultimo, se tomo un
segundo espectro de emision de Pt-TCPP (bord6 linea discontinua) donde se monitore6 la
emision de la misma excitandola a su maximo de absorcion (Aexe = 401 nm). Cabe aclarar
que, para tomar estos espectros, se igualaron las absorbancias de NPC y Pt-TCPP a h4s6 =

0,1 por un lado, y de Pt-TCPP a A401 = 0,1 por el otro.

Dichos espectros de emision se presentan en la figura 80, donde se observa la emision
caracteristica del F8BT (curva gris) contenido en la NPC; en cuanto al espectro de Pt-TCPP
excitada a 456 nm (curva bord6 continua), no se registra Ir como se esperaba y para Pt-TCPP
excitada a 401 nm (curva bordo6 discontinua), se observa claramente el espectro de emision

caracteristico de esta porfirina.
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Figura 80. Espectros de emision de NPC y Pt-TCPP. NPC (2,4 mg/L) en buffer a pH =8
(gris) y Pt-TCPP (0,47 mg/L) en THF excitandola a 456 nm (bord6 continua) y a 401 nm
(bordo discontinua). Condiciones de medicion a 456 nm: : Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-

750 nm slit 1, sefial Slc, abssse = 0,1. Condiciones de medicién a 401 nm: : Aexc =401 nm

slit 1, Aemi = 410-790 nm slit 1, senal Slc.

4.4.2. Adsorcion de Pt-TCPP sobre la superficie de NPC
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El primer ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre la superficie de las NPC se detallo
en la seccion de materiales y métodos (seccion 3.2.1.6.). Primeramente, se sintetizaron NPC,
una vez obtenidas, estas se diluyeron en buffer pH = 8 (0,05 M) a una concentracion de 2,4
mg/L. Por otro lado, se preparé una solucion de Pt-TCPP en THF de 1,1x107* M, la cual fue

agregada a la soluciéon de NPC en buffer en pequefios volimenes sucesivos de a 0,5 pL.

Luego de cada agregado de Pt-TCPP se homogeneiz6 la muestra y se tomaron
espectros de absorcion y emision. Para los espectros de emision se excitd de manera
exclusiva al F8BT como se describié en la seccion anterior. En la figura 81 se muestran
todos los espectros de absorcion tomados luego de cada agregado de Pt-TCPP, donde se
observa cémo va creciendo la intensidad de los picos a 397 y 508 nm, que corresponden a
las bandas Soret y Q de la porfirina respectivamente (figura 81A). Con respecto a la NPC,
la absorcion de la suspension de 2,4 mg/L es relativamente baja (abssss =~ 0,1), por lo que

en la figura 81B se muestra ampliada la seccion de la figura 81 A donde absorbe la particula
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Figura 81. 1° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de absorcion. (A)
absorcion de NPC y los agregados de Pt-TCPP. (B) seccion ampliada de la figura A. El
color gris corresponde a las NPC solas y para las NPC con distintas concentraciones de Pt-
TCPP se produce un gradiente de colores va desde rojo claro a oscuro a medida que

aumenta la concentracion de Pt-TCPP. Concentracion de particulas 2,4 mg/L.

En la figura 82 se encuentran los espectros de emision de la NPC y NPC con distintas

concentraciones de Pt-TCPP, dichos espectros fueron adquiridos con excitacion selectiva del
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PC (Aexc = 456 nm). Se observa una disminucion de la Ir a medida que se agregaron los
primeros volumenes de Pt-TCPP (hasta 3,5 pL). Pero a partir de los 4 pL la emision de NPC
fue aumentando con los sucesivos agregados de la porfirina. Con estos datos se hizo una
grafica de tipo Stern — Volmer de todos los puntos, donde se graficod Iro/Ir (siendo Iro la
intensidad de emision inicial) versus la concentracion de Pt-TCPP (figura 82B). A partir de
esta grafica se observa una desactivacion inicial de la fluorescencia de F8BT, pero luego un
gran aumento de la misma. Luego el ultimo agregado de Pt-TCPP, se elimino el O, disuelto
burbujeando con N> durante 20 min y se adquirié nuevamente un espectro de emision (linea
negra) con el objetivo de observar si se producia emision de la porfirina. Efectivamente, bajo
estas condiciones se observa en el espectro un pico adicional a ~ 640 nm que se asigna a la
emision de Pt-TCPP. Debido a que el espectro fue adquirido excitando exclusivamente al
F8BT la aparicion de la emision de porfirina demuestra claramente que existe ET desde
F8BT a la porfirina. El aumento de emision de F8BT luego del agregado de Pt-TCPP es
contrario a lo supuesto inicialmente, ya que se esperaba que a medida que aumenta la
concentracion de Pt-TCPP en la solucion de NPC, mas moléculas de Pt-TCPP se adsorberian
a la superficie de las mismas desactivando su emision por ET. Las posibles razones de esta
inconsistencia se discutiran mas adelante. Sin embargo, es importante destacar que los
resultados de este experimento inicial demostraron que la hipotesis descrita inicialmente se

cumple bajo condiciones adecuadas.
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Figura 82. 1° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de emision. (A)
espectros de emision (B) Io/I de emision vs concentracion molar de Pt-TCPP. El color gris

corresponde a las NPC solas y para las NPC + distintas concentraciones de Pt-TCPP se
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produce un gradiente de colores va desde rojo claro a oscuro a medida que aumenta la
concentracion de Pt-TCPP. Condiciones de medicion: Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750

nm slit 1, sefal S1c, Concentracion de particulas 2,4 mg/L.

Con el objetivo de mejorar el proceso de ET desde el F8BT hacia la Pt-TCPP, se
realizé un segundo ensayo de adsorcion de la porfirina Pt-TCPP sobre la superficie de las
NPC con las siguientes modificaciones: se aumento la concentracion de NPC a 15 mg/Ly la
concentracion de Pt-TCPP usada en este caso fue de 1x10™° M. En este caso, no se disolvio
la porfirina en THF si no que se prepard una solucién de NPC (15 mg/L) + 1x10° M de Pt-
TCPP. De esta manera se evita que la solucion inicial de NPC se vaya diluyendo durante el
ensayo al agregar la solucion con porfirina. A la soluciéon de NPC se le fueron agregando
alicuotas de 10 puL de la solucion de NPC + Pt-TCPP, después de cada agregado se

homogeneizo la suspension y se tomaron espectros de absorcion y emision.

En la figura 83, se muestran los espectros de absorcion de cada punto, donde se
observa como aumenta el pico a ~ 400 nm a medida que aumenta la concentracion de la
porfirina. En este caso, se observa claramente el espectro correspondiente a las NPC debido
a la mayor concentracion de particulas y menor concentraciéon de Pt-TCPP respecto al

experimento anterior.
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Figura 83. 2° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de absorcion. El
color gris corresponde a las NPC solas y para las NPC + distintas concentraciones de Pt-
TCPP (expresados en pL) se produce un gradiente de colores va desde rojo claro a oscuro a

medida que aumenta la concentracion de Pt-TCPP. Concentracion de particulas 15 mg/L.
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En la figura 84A, se muestran los espectros de emision de cada punto. Al igual que
en el ensayo anterior, luego de los primeros agregados de la solucion de Pt-TCPP + NPC, la
emision del F8BT disminuyd, pero con los siguientes agregados fue aumentando, superando
incluso la emisioén inicial del PC F8BT (en ausencia de porfirina), resultado que se ve mas
claramente en la curva de Stern-Volmer (figura 84B). Cuando se eliminé el O> de la solucion,
se observa nuevamente la aparicion de la sefal correspondiente a la porfirina en el espectro
de emision, Sin embargo, la intensidad de esta sefial del tetrapirrol es menor comparada con
la del experimento anterior (Figura 82), resultado esperable debido a la menor concentracion

de Pt-TCPP en este ultimo experimento.
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Figura 84. 2° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de emision. (A)
espectros de emision con el agregado de Pt-TCPP (expresados en pL). (B) Io/I de emision
vs concentracion molar de Pt-TCPP. El color gris corresponde a las NPC solas y para las
NPC + distintas concentraciones de Pt-TCPP se produce un gradiente de colores va desde
rojo claro a oscuro a medida que aumenta la concentracion de Pt-TCPP. Condiciones de
medicion: Aexe = 456 nm slit 0,5; Aemi = 470-750 nm slit 0,5; sefial S1c, Concentracion de

particulas 15 mg/L.

Buscando una posible explicacion al comportamiento anomalo en el grafico Stern —
Volmer de los dos experimentos anteriores, se tomaron sucesivos espectros de emision (50
en total) de una solucion de NPC sola con (Figura 85B) y sin agitacion (Figura 85A).

Ademds, se muestran las correspondientes graficas tipo Stern-Vomer para ambos
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experimentos (figuras 85C y 85D respectivamente). Cuando se tomaron espectros de
emision de NPC sin agitacion se observa que a medida que aumenta el n° de espectros
aumenta la emision del PC. La situacion cambia completamente cuando los espectros se
toman mientras la solucion de NPC es agitada vigorosamente (85B). En este caso, se observa
como a medida que aumenta el n° de espectros tomados, la emision del polimero disminuye
levente(85D). Esta pequefia disminucién es normal y debida al fotoblanqueo propio del PC.
Estos resultados podrian indicar que con la sucesiva irradiacion de la suspension de particula
podrian estar desactivando los sitios Q, los cuales se encuentran en la superficie de la NPC.!¢’
En ausencia de agitacion, la difusion de las NPC no es lo suficientemente rapida como para
evitar que la luz llegue a la misma poblacioén de particulas durante los distintos ciclos de
irradiacidon desactivandose ,con cada ciclo, las trampas de dicha poblacion. Este efecto se
evita con una agitacion vigorosa, en donde cada ciclo de irradiacion se realiza sobre una

poblacion diferente de NPC.
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Figura 85. Espectros de emision sucesivos de NPC. (A) espectros de emision sin

agitacion. (B) espectros de emision en agitacion vigorosa. (C) curva de Io/I vs n° de

espectros sin agitacion. (D) curva de Io/I vs n° de espectros con agitacion vigorosa. La
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paleta de colores va desde el gris claro hacia un gris oscuro a medida que aumenta el n° de

espectro. Concentracion de particulas 2,4 mg/L.

En la figura 86 se encuentra el tercer ensayo donde se evalia la posible adsorcion de
Pt-TCPP sobre NPC en agitacion vigorosa. En este caso se repitieron las condiciones del
primer ensayo (figuras 81 y 82), porque en este ensayo se observo la mayor cantidad emision
de Pt-TCPP (en ausencia de O). La unica diferencia es que en este caso se disminuy6 la
concentracion del buffer fosfato pH = 8 de 0,05 a 0,01 M. En la figura 86A se muestran los
espectros de emision de la solucion de NPC en ausencia de porfirina (curva gris) y luego de
sucesivos agregados de una solucién de Pt-TCPP, 1,1x10 M, en THF (86A). Cuando se
agita vigorosamente la solucion de NPC, la Ir disminuye rapidamente con el agregado de Pt-
TCPP, pero luego de haber adicionado 9 pL se llega a un plateau de Ir que se mantiene
relativamente constante durante todos los agregados posteriores de Pt-TCPP. Mientras que
en la figura 86B se encuentra la curva de Stern — Volmer (linea negra) y Io/I versus n° de
espectros de NPC (linea gris). Si se comparan estas dos curvas, puede deducirse que la
desactivacion de la Ir de la NPC es practicamente despreciable; en consecuencia, la
desactivacion de la Ir observada en la figura 88A se debe exclusivamente a la presencia de
la Pt-TCPP. Cuando se elimind el Oz de la solucion no observo la sefial a ~ 650 nm asociada
con la porfirina. Este resultado se contradice con lo mostrado en la figura 86 sobre todo
teniendo en cuenta que las condiciones experimentales son iguales exceptuando la agitacion

de este ultimo ensayo. Estos resultados estarian indicando que este sistema no es

reproducible.
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Figura 86. 3° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de emision. (A)
espectros de emision con el agregado de Pt-TCPP (expresados en puL) a partir de una
solucion de 1,16x10 M. (B) Io/I de emision vs concentracion molar de Pt-TCPP (negro) y
vs n° de espectros de NPC (gris). El color gris corresponde a las NPC solas y para las NPC
+ distintas concentraciones de Pt-TCPP se produce un gradiente de colores va desde rojo
claro a oscuro a medida que aumenta la concentracion de Pt-TCPP. Condiciones de
medicion: Aexe = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm slit 1, sefial S1c, concentracion de

particulas 2,4 mg/L.

Se repitid el ensayo de adsorcion anterior, pero ahora disminuyendo nuevamente la
concentracion de Pt-TCPP con el objetivo de tratar de observar la emision de la misma. Para
ello se utilizo una solucioén de una concentracion 4 veces menor (2,2x10# M) que para el
ensayo anterior. Los resultados del cuarto ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC se
muestran en la figura 87. En este caso, practicamente con el primer agregado de porfirina se
logro la disminucion total de la Ir de las NPC. Y cuando se elimind el Oz del medio, tampoco

se registro emision de Pt-TCPP.
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Figura 87. 4° ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC, espectros de emision. (A)
espectros de emision con el agregado de Pt-TCPP (expresados en pL) a partir de una
solucion de 2,20x10* M. (B) Io/I de emisidn vs concentracién molar de Pt-TCPP (negro) y
vs n° de espectros de NPC (gris). El color gris corresponde a las NPC solas y para las NPC
con distintas concentraciones de Pt-TCPP se produce un gradiente de colores va desde rojo

claro a oscuro a medida que aumenta la concentracion de Pt-TCPP. Condiciones de
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medicion: Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm slit 1, senal S1c, concentracion de

particulas 2,4 mg/L.

Cuando el experimento se realiza en constante agitacion, no se registran aumentos en
la intensidad de fluorescencia del F8BT luego de los sucesivos agregados de Pt-TCPP. En el
experimento de la fig. 86 (3° experimento) se observo una clara disminucion de la intensidad
de fluorescencia del F8BT cuando se realizaron los primeros agregados de Pt-TCPP. Se
decidi6 repetir este mismo experimento, pero utilizando una soluciéon mas diluida de Pt-
TCPP para que la disminucion de la emision del F8BT sea mas escalonada (figura 87,
experimento n°4). En ambos se observo el mismo comportamiento: con los primeros
agregados de porfirina la disminucion de la emision de las NPC fue grande y rapidamente
se estancd. Cuando se calculd el % de desactivacion de la emision del F8BT en los ensayos

n°3 y n°4 en ambos casos fue de ~ 30 %.

Estos resultados permiten confirmar que efectivamente se logra adsorber la porfirina
Pt-TCPP en la superficie de la NPC, pero la cantidad de moléculas que se lograron adsorber
no fueron lo suficiente como para desactivar por completo (o casi) la emision del FSBT
contenido en la NPC. Este resultado podria deberse a que la porfirina a pH = 8 presenta
cargas negativas’!®, lo que podria estar generando un efecto de repulsion electrostatica
debido a que las NPC también poseen cargas negativas. Consecuentemente, es posible que
solo una baja fraccion de las moléculas de Pt-TCPP presentes en la solucion logran
adsorberse en la superficie en las NPC y por lo tanto estar lo suficiente cerca para que ocurra
la TE. Es importante destacar que la desactivacion de la emision de la NPC es un indicio de
que se esta produciendo un proceso de ET desde el F8BT hacia la Pt-TCPP. Incluso, se logro
observar la emision de dicha porfirina en algunos experimentos, lo que es una prueba
irrefutable del proceso de ET mencionado. Que no se haya logrado la desactivacion de
emision deseada podria ocurrir por varias causas: que la cantidad de moléculas de Pt-TCPP
absorbidas en la NPC no sea suficiente, que se estén formando dimeros de Pt-TCPP o que la

eliminacion del Oz del medio no haya sido totalmente eficiente.

Como la porfirina presenta carga negativa en solucioén acuosa, una posible solucién
seria la utilizacion de NPC:PSMA@PFN ya que estas presentan carga positiva. Entonces la

diferencia de cargas entre NPC:PSMA@PFN y Pt-TCPP favoreceria la adsorcion de la
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porfirina a la superficie de la particula, de manera similar a lo que ocurre con el agregado
del polimero catidonico PFN a la superficie de la NPC:PSMA anio6nica. Una gran limitante
de este sistema es que las NPC:PSMA@PFN no suelen mantenerse estables en soluciones

que contienen iones (aun en baja concentraciones) como se ha demostrado previamente.

Para tratar de resolver esta limitante, se intentaron preparar soluciones de
NPC:PSMA@PFN en distintas concentraciones del buffer fosfato a pH = 8 utilizado para
disolver la Pt-TCPP; se probaron 2 concentraciones de buffer: 5x102 M y 1x102 M y en
todos los casos se produjo la precipitacion de las NPC:PSMA@PFN en cuestion de minutos.
Ademas, se decidi6 utilizar un buffer mucho mas diluido (1x10™* M), donde no se observo
la agregacion de particulas a simple vista. Por esa razén, se tomaron espectros de emision
sucesivos (50 en total) de estas NPC:PSMA@PFN disueltas en buffer diluido, los mismos
se presentan en la figura 88. Alli se observa que la Ir (figura 88A) disminuye
significativamente a medida que se toman los espectros, lo cual evidencia claramente la
agregacion de las NPC:PSMA@PFN en el tiempo, a pesar de que dicha agregacion atin no
se observaba a simple vista. Este comportamiento se refleja claramente cuando se grafica
Io/I vs n° de espectros (figura 88B). Estos resultados indican que aun utilizando una solucioén

buffer muy diluida, las NPC:PSMA@PFN precipitan.
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Figura 88. Espectros de emision de NPC:PSMA@PFN en buffer fosfato a pH =8,
1x10# M. Los colores van desde el celeste claro al celeste oscuro a medida que aumenta el
n° de espectros tomados. Condiciones de medicion: Aexc =456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm

slit 1, sefial S1c, concentracion de particulas 2,4 mg/L.

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino 188



Como la gran limitante en la utilizacion de NPC:PSMA@PFN, para realizar el
ensayo de adsorcion con Pt-TCPP, es la presencia de soluciones idnicas, se realizo el ensayo
de adsorcion utilizando agua como solvente. Aca surge una segunda limitante, ya que el agua
pura impide la correcta solubilizacion de la porfirina Pt-TCPP, y esta tiende a formar
agregados en este medio (figura 79). Se espera subsanar esta segunda limitante gracias a la
diferencia de cargas entre Pt-TCPP y NPC:PSMA@PFN, donde dicha diferencia de carga
entre ambas favoreceria la adsorcion de la Pt-TCPP en la superficie de la NPC:PSMA@PFN

favorecida por interacciones electrostaticas.

Los resultados de este ensayo se presentan en la figura 89. En la figura 89A se
muestran las Ir de las NPC:PSMA@PFN con los sucesivos agregados de Pt-TCPP, y en la
figura 89B se muestra la grafica de Stern — Volmer. Se observa que a medida que se agrega
porfirina la Ir de las NPC:PSMA@PFN va disminuyendo como se esperaria. Pero
lamentablemente en este caso dicha disminucidn corresponde a 'a formacion de agregados
de NPC:PSMA@PFN por un lado y Pt-TCPP por el otro, los cuales se evidencian en las
figuras 89C y 89D respectivamente.
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Figura 89. Ensayo de adsorcion de Pt-TCPP sobre NPC:PSMA@PFN. (A) espectros
de emision con el agregado de Pt-TCPP (expresados en pL) a partir de una solucion de
1,16x10 M. Condiciones de medicion: Aexc = 456 nm slit 1, Aemi = 470-750 nm slit 1, sefial
Slc, abssss = 0,1. (B) Io/I de emision vs concentracion molar de Pt-TCPP. (C) foto tomada

de una suspension precipitada de NPC:PSMA@PFN + Pt-TCPP. El azul corresponde a las
NPC:PSMA@PFN solas y para las NPC:PSMA@PFN con distintos agregados de Pt-TCPP
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se produce un gradiente de colores va desde celeste claro a celeste oscuro a medida que

aumenta la concentracion de Pt-TCPP.

En base a estos resultados, se puede inferir que en el sistema de NPC dopada
superficialmente con Pt-TCPP se logra el proceso de ET desde el F8BT hacia la Pt-TCPP
como se planted en la hipotesis inicial. Pero dicho sistema presentd dos limitantes
importantes: las estrategias exploradas no son reproducibles y por el otro, dicho sistema no
es compatible con los medios bioldgicos necesarios para la posterior aplicacion de la

fototerapia.
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Capitulo 5:
CONCLUSIONES

Tesis Doctoral En Ciencias Quimicas - Arianna Lourdes Sosa Lochedino

191




5. CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente tesis se organizan en funciéon de cada uno de los

objetivos especificos.

Objetivo 1: Sintetizar y caracterizar NPC fotoactivas de didmetros medios entre 5-10 nm

para facilitar su biodistribucién en tratamientos TFD o para mejorar la penetracion hacia el

interior de un biofilm.

Se abordaron distintas estrategias para reducir el diametro de las NPC y se lograron obtener
NPC:PSMA500 con un didmetro de ~ 5 nm. La metodologia de obtencion resultd sencilla,
reproducible y las particulas obtenidas presentaron una elevada estabilidad coloidal en el
tiempo. Se realizaron ensayos de PDI donde se compard como el tamafio de las particulas
afecta a la eficiencia fototerapéutica en cultivos planctonicos y biofilms. A partir de los
resultados de la PDI se concluye que las NPC:PSMAs0 ejercen un dafio fotooxidativo
significativo sobre biofilms maduros de SARM con respecto al efecto producido por
NPC:PSMA. Estos resultados demuestran que el tamafio de las particulas es un pardmetro
critico a considerar en estructuras complejas como son los biofilms. El menor didmetro de
las particulas favorece su difusion a través de la estructura del biofilm ejerciendo un doble
efecto citotoxico: dafio directo significativo a las células bacterianas y alteracion

considerable de los componentes que conforman a la matriz de EPS.

Objetivo 2: Sintetizar y caracterizar NPC fotoactivas con distintas modificaciones

superficiales que tengan un impacto en el direccionamiento (vectorizacidén) sobre la

superficie de bacterias.

Se disefiaron nanoparticulas con una arquitectura core/shell, las cuales estan
compuestas por un core de FSBT:PSMA y un shell de PFN adsorbido en la superficie de las
particulas. Dicha arquitectura afectd significativamente a la fotofisica de las particulas,
donde la presencia de PFN en las NPCs core/shell induce un proceso de FRET hacia el F8BT.
Dicho proceso se logrd amplificar significativamente con el agregado de un 20 % del PE
PSMA; ademas de favorecer su estabilidad coloidal. Desde el punto de vista fisicoquimico,
con el agregado de PFN se logro invertir la carga superficial inicial de las NPC:PSMA de -

27 a 16 mV. Desde el punto de vista funcional, se produjo una mejora significativa en la
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interaccion entre bacterias que fueron incubadas con NPC:PSMA@PFN y bacterias
incubadas con NPC:PSMA; este efecto se confirm6 por varias técnicas diferentes y se
constatod la mejora en la interaccion se debe a la carga positiva que poseen las particulas
NPC:PSMA@PFN, favoreciendo la interaccion electrostatica con las envolturas bacterianas.
La interaccion mejorada entre NPC:PSMA@PFN vy bacterias condujo a una mejora
considerable en la eficiencia de la PDI. Cuando la fototerapia se realiz6 con
NPC:PSMA@PFN sobre cultivos planctonicos, se logré un efecto bactericida en la
poblacion bacteriana el cual no tuvo capacidad de recuperacion luego de ser incubado en
optimas condiciones. La carga positiva que presentan estas particulas ejercié ademas un dafio
significativo sobre biofilms maduros de SARM, logrando la erradicacion casi total de las
células y los componentes estructurales del mismo. Estos resultados indican que la
modificacion superficial de la arquitectura de las NPCs puede ser una excelente estrategia

para la vectorizacion de las mismas hacia una diana en particular.

Por otro lado, se plante6 una modificacion volumétrica de las NPCs con el agregado
de un PE que presenta grupos funcionales glicosilados. Esta nueva arquitectura de NPCs se
planted con el objetivo de redirigir a las mismas hacia dianas celulares cancerigenas, que
sobreexpresan GLUTs en su superficie; lo que favoreceria una internalizacion mas especifica
de las particulas. No se logré una incorporacion efectiva de NPC:T-GLU»o sobre la linea
celular T98G en comparacion a la NPC:PSMA desarrollada previamente. A partir de los
resultados obtenidos, se concluye que las estrategias desarrolladas en esta tesis no fueron
suficiente para lograr una incorporacion especifica de particulas hacia el interior de la célula

cancerigena, pero si permitieron una incorporacion del tipo inespecifica.

Objetivo 3: Sintetizar y caracterizar NPC capaces de generar por irradiacion especies ROS

(en particular, '0») en forma mas eficiente que las previamente desarrolladas por nuestro

grupo y otros.

Se propuso la utilizacion de una nueva porfirina, Pt-TCPP, para realizar un dopado
superficial de las NPC con el objetivo de favorecer el proceso de ET desde el *Pt-TCPP*
hacia el Oz con el consecuente aumento del @a. Se logré dopar la NPC superficialmente con
la Pt-TCPP y se demostro un proceso de FRET desde el F8BT hacia la porfirina, el cual se

confirmé mediante espectroscopia de fluorescencia. A pesar de los resultados obtenidos se
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considerd que en funcién las condiciones experimentales planteadas, el sistema de NPC
dopado superficialmente con Pt-TCPP no presentd la efectividad deseada para las

aplicaciones biologicas de PDI.

En términos generales, esta tesis aporta principios para el disefio arquitectonico y

funcional en el desarrollo de NPC fotoactivas optimizadas para su aplicacion en fototerapias.
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7. Anexo

En la figura 90 se muestra el conjunto de graficos utilizados para seleccionar los
subconjuntos de eventos considerados como representativos de poblaciones de bacterias para
las distintas muestras analizadas de citometria de flujo . Los graficos de la primera columna
(figuras 90A, 90D, 90G, 90J y 90M) muestran la seleccion inicial de eventos asociados a la
poblacion bacteriana dejando afuera eventos de baja intensidad de dispersion considerados
residuos. En la segunda columna (figuras 90B, 90E, 90H, 90K y 90N) los eventos
seleccionados en la primera columna se subseleccionan para retener inicamente la poblacion
de singletes (eventos asociados al pasaje de estructuras individuales a través del volumen de
deteccion).En la tercera columna (figuras 90C, 90F, 901, 90L y 90N) el grupo de eventos
seleccionado en la segunda columna se vuelve a presentar en un grafico SSC vs FSC. Este
es el grupo de eventos que se efectivamente consideran asociados a las poblaciones celulares
de interés y se analizaran en términos de sus intensidades de fluorescencia (canal verde). La
primera fila de imagenes (figuras 90A, 90B y 90C) corresponde a la muestra control
conteniendo solo bacterias, la segunda (figuras 90C, 90D y 90E) a la muestra de bacterias +
NPC:PSMA incubadas durante 1 h, la tercera (figuras 90G, 90H y 90I) a la muestra de
bacterias + NPC:PSMA@PFN incubadas durante 1 h, la cuarta (figuras 90J, 90K, y 90L) a
la muestra de bacterias + NPC:PSMA incubadas por 24 h y la quinta (figuras 90M, 90 N y
90N) a la muestra de bacterias + NPC:PSMA@PFN incubadas durante 24 h.
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Figura 90. Diagrama de dispersion de citometria de flujo La primera columna muestra
la poblacion total, la segunda la seleccion de singletes y la tercera la poblacion total de
singletes. (A-C) Control de MRSA. (D-F) MRSA incubado con NPC:PSMA durante 1 h.
(G-I) MRSA incubado con NPC:PSMA@PFN durante 1 h. (J-L) MRSA incubado con
NPC:PSMA durante 24 h. (M-N) MRSA incubado con NPC:PSMA@PFN durante 24 h.
En todos los casos se utilizd una concentracion de particulas de 5 mg/L.. Condiciones para

la deteccion de Ir: Aemi = 540 — 580 nm, Aexc = 488 nm, 10* eventos).

En la figura 91, se muestran graficos analogos a los descritos la figura 90, pero en
este caso se utilizaron 10 mg/L de NPC:PSMA y NPC:PSMA@PFN en las muestras que lo

requirieron.
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Figura 91. Diagrama de dispersion de citometria de flujo La primera columna muestra
la poblacion total, la segunda la seleccion de singletes y la tercera la poblacion total de
singletes. (A-C) Control de MRSA. (D-F) MRSA incubado con NPC:PSMA durante 1 h.
(G-I) MRSA incubado con NPC:PSMA@PFN durante 1 h. (J-L) MRSA incubado con
NPC:PSMA durante 24 h. (M-N) MRSA incubado con NPC:PSMA@PFN durante 24 h.
En todos los casos se utilizd una concentracion de NPC/NPC-CS de 10 mg/L. Condiciones

para la deteccion de Ir: Aemi = 540 — 580 nm, Aexc = 488 nm, 10* eventos).
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