FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

TRABAJO FIN DE GRADO

NANOPARTICULAS FLUORESCENTES
PARA APLICACIONES BIOMEDICAS

Autor: RIHAB ELFETTAHI YACOUBI
Fecha: Julio de 2019
Tutor: MARCO LAURENTI



Indice

1 RESUMEN ..ottt n e r e 3
2 ABSTRACT e 3
3 INTRODUCCION ....ocoociiieictsseieete sttt sttt ses sttt ense s 3
3.1 UsO de 183 NANOPAITICUIAS: ......o.eeviiieieiiiieieeee e e 4
3.2 ATTIIEIS FTEUMALOIAR: ...ttt 5
3.2.1 Biomarcadores de la artritis reumatoide:..........ccooiviieniiieiesese e, 6

4 OBJIETIVOS. ...ttt h et b et e s bt et e e sttt e sbe e nbe e e be e beeetee e 7
5 METODOLOGIA ...ttt 7
6 RESULTADOS Y DISCUSION......cceovieiiiieeiieceeeieeeieteesss e seses s ssne st ene s 7
6.1  Nanoparticulas IJUMINISCENTES: .......c.ciiiiieiece e 7
6.2  Lantanidos, naturaleza y propiedades:..........cccovveieiiieiiere e 8
6.3  Conversion ascendente Y ETU: ..o 9
6.4  Matriz de 1aS UCNPS: ......oiiiiiiiiee e 10
6.4.1 Métodos de preparacion de las matrices y 1as UCNP: .........ccccocevieveeciccieneen, 11
6.4.2  Eleccion de la matriz que compone l[a UCNP: ........c.cccooveiieiiiie e, 11

6.5  PEPtidos CItrUlINAUOS: ........covieieiiecie et 12
6.5.1 Anclaje de 10S CCP ala UCNP: ..o 12

8.6 A P A et b et e beearaeere e 13
6.6.1  Eleccion del soporte al que se van a anclar 10s ACPA:.........cccccveevveieciennnn, 14

T CONCLUSIONES ...ttt ettt e b e b e nte e sreeenbeesree s 15
8 BIBLIOGRAFIA ...ttt 15



1 RESUMEN

Diversos métodos de diagndstico se han perfeccionado adaptandolos y enfocandolos a las
multiples patologias existentes. Algunos de ellos son caros y necesitan tanto material como
personal especializado, por ello con la investigacién desarrollamos nuevos métodos de
diagndstico basados en la deteccién de biomarcadores por fluorescencia.

En este trabajo de investigacidn se desarrolla una nanoparticula (UCNP) enfocada a detectar
la presencia de autoanticuerpos generados en la artritis reumatoide, enfermedad que cursa
con inflamacién de las articulaciones y que tiene la peculiaridad de que se generan
autoanticuerpos (ACPA) frente a péptidos citulinados (CCP). Las UCNP estan basadas en el
proceso de conversidén ascendente y permiten detectar la presencia de biomarcadores de
enfermedades, contra los que van dirigidas, mediante el uso de un microscopio de
fluorescencia. Para el desarrollo de esta UCNP, se hace un analisis profundo de su matriz
NaYFs, del dopaje con los lantdnidos, responsables del proceso de ETU (Energy Transfer
Upconversion) y del recubrimiento de la UCNP para protegerla del medio y facilitar el anclaje
de los CCP. Los ACPA que queremos detectar los anclaremos a un soporte para facilitar su
union a la UCNP. En este trabajo profundizamos en cada parte de la UCNP para ensamblarla y
obtener asi una nanoparticula tedrica para el diagndstico de la artiritis reumatoide.

Palabras clave: UCNP, NaYF4, conversidn ascendente, artritis reumatoide, CCP y ACPA.

2 ABSTRACT

Several diagnostic methods have been improved by adapting and focusing them to the
multiple pathologies. Some of them are expensive and require both material and specialized
personnel, so by researching we develop new diagnostic methods based on the fluorescence
detection of biomarkers.

In this research work we develop a nanoparticle (UCNP) focused on detecting the presence of
autoantibodies generated in rheumatoid arthritis, a disease that takes place with joints’
inflammation and it has the peculiarity that autoantibodies (ACPA) versus citrullinated
peptides (CCP) are generated. UCNPs are based on the upconversion process and can detect
the presence of disease biomarkers, against which they are directed, using a fluorescence
microscope. For the development of this UCNP, an in-depth analysis of its NaYFs matrix,
lanthanides doping, responsible for the ETU (Energy Transfer Upconversion) process and the
UCNP coating carried out to protect it from the environment and to facilitate the anchoring
of the CCP. The ACPA we want to detect will be anchored to a support to facilitate their union
with the UCNP. In this work we delve into each part of the UCNP to assemble it to obtain a
theoretical nanoparticle for rheumatoid artiritis’ diagnosis.

Keywords: UCNP, NaYF4, upconversion, rheumatoid arthritis, CCP and ACPA.

3 INTRODUCCION

Patologias como el cancer de mama (1), enfermedades cardiovasculares (2) y muchas
infecciones virales como HIV (3) y Ebola (4), tienen sus propios protocolos de deteccién vy
diagnodstico. Muchas de estas pruebas diagndsticas son economicamente dispendiosas y por
esto muchos tienen un acceso muy limitado a ellas. En este sentido, la investigacion esta
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desarrollando nuevas metodologias de diagndstico basadas en la deteccion de biomarcadores
por fluorescencia. En este campo entran en juego las nanoparticulas.

En medicina se utilizan métodos de identificacion por imagen como la tomografia
computarizada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN) para detectar estructuras
sospechosas como tumores. En 2004 en el Instituto de Tecnologia de Georgia, Shuming Nie y
sus colaboradores emplearon las nanoparticulas para iluminar sélo las células de cancer de
prdstata humano que habian inyectado en ratones en un punto determinado. Logrado este
objetivo se dieron cuenta de que si este proceso fuera posible aplicarlo a los humanos,
supondria el diagndstico precoz del cdncer sin cirugia ni imagenes del tumor. Nie intentd
mejorar mads su técnica y gracias a esto, los investigadores pudieron desarrollar mas disefios
de nanoarticulas y extrapolarlos a otras enfermedades. Se abrié un nuevo horizonte frente a
nosotros, ya que estas nanoparticulas podriamos combinarlas con diversos marcadores o
moléculas y nos permitirian una deteccion precoz de las enfermedades (5).

La palabra nanoparticula contiene el prefijo “nano-“ que proviene del griego que significa
“enano”, esto nos indica que son particulas tan pequefas que son imperceptibles para el ojo
humano y se necesita un microscopio de fluorescencia para observarlas (6). EI microscopio
flurescente se basa en la diferenciacion de objetos que emiten luz. Cuando las nanoparticulas
absorben energia, quedan excitadas y liberan esta energia en forma de luz. El microscopio de
fluorescencia expone la presencia, y la forma si procede, de lo que tenemos marcado con la
nanoparticula y queremos detectar (7).

Al ser tan pequefias tienen una gran utilidad en la clinica ya que pueden incorporar a su
estructura principios activos, anticuerpos y distintos tipos de elementos con el fin de detectar,
diagnosticar e incluso tratar una patologia. Las nanoparticulas no solo se limitan al ambito de
la medicina, también se utilizan en cosmética (sombras de ojos (8), pastas de dientes,
protectores solares (9), etc) e incluso en repelentes de insectos y en desinfectantes, en la
electricidad y la éptica entre otras areas (8).

3.1 Uso de las nanoparticulas:

Las nanoparticulas pueden estar enfocadas a diversos campos, pero en el que mas
expectativas hay es en el campo de ciencias de la salud o biomedicina. Pueden usarse como
método rapido de diagndstico. Las hay de varios tipos segun el material del cual estén
compuestas (10):
- Composites: se combinan con otras nanoparticulas o con materiales mas grandes.
- De base metalica: hay 2 tipos:
o Nanoparticulas de oro o plata
o Puntos cuanticos (Quantum dots)
- De base de carbon: tienen forma esférica, elipsoidal o tubular. Conducen la
electricidad y tienen gran elasticidad.
- Dendrimeros: esta formada por polimeros nanométricos.

Hay muchas técnicas usadas para el diagndstico de las patologias, algunos de ellos son
inmunoensayos (11), entre otros. Sin embargo, muchos de estos métodos requieren de
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magquinaria especifica, son caras de obtener y de mantener, requieren personal cualificado,
los reactivos son caros y, a veces, se necesita mucho tiempo para obtener un resultado. (12)
Por ello es necesario el desarrollo de una alternativa que permita una identificacién rapida y
precoz de las enfermedades y las nanoparticulas son una alternativa muy interesante.

3.2 Artritis reumatoide:

Para poder continuar con el desarrollo de este trabajo tenemos que hablar de la artritis
reumatoide. La artritis reumatode (AR) es una inflamacién crdénica de las articulaciones y se
caracteriza por la presencia de autoanticuerpos (13). Los sintomas principales incluyen
inflamacidn, dolor y sensibilidad en las articulaciones, puede haber rigidez matutina y con el
paso del tiempo las articulaciones pueden perder la movilidad y volverse deformes (14).

Artritis reumatica
(etapa tardia)

{

Deformidad en
ojal del pulgar /
\‘/

Desviacion cubital
de las articulaciones
metacarpofalangicas

Deformidad en cuello
de cisne de los dedos

FADAM.
Figura 1. Sintomas caracteristicos de la artritis reumatoide (14)

Los principales factores que determinan la susceptibilidad a padecer la artritis reumatoide son
los genes heredados y genes de histocompatibilidad mayor (MHC) del antigeno leucocitario

humano (HLA). Sin embargo, hay muchos otros factores e citralline
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no genéticos que influyen en la activacion de la L)
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los estimulos ambientales que mas influencia tiene en Ia
AR es el habito tabaquico ya que se induce la expresion
de peptidil-arginina deiminasa (PAD) (15). Esta enzima, B N,

como se muestra en la figura 2 (16), es la encargada de  Figura 2. Citrulinacion (16)
la conversion de la arginina en citrulina, dando lugar a

péptidos citrulinados que pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario. Este aumento
del proceso de la citrulinacién no es exclusivo de la artritis reumatoide, lo que si es exclusivo
de la misma es la generacién de anticuerpos frente a estos péptidos citrulinados,
denominados ACPA (17).
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3.2.1 Biomarcadores de la artritis reumatoide:

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores son sustancias bioldgicas detectables que nos
sirven como indicadores de procesos normales o patoldgicos y también nos sirven como
identificadores de la respuesta al tratamiento.

En los Ultimos afios se han realizado diversas investigaciones para hayar biomarcadores para
el diagndstico de la artiritis reumatoide. Hasta ahora el mas utiilizado ha sido el factor
reumatoide (FR) que es un anticuerpo, caracteristico de la AR, dirigido contra la fraccién
constante de lainmunoglobulina G. Este FR se determina mediante un analisis de una muestra
de sangre, sin embargo, tiene poca especificidad contra la diana. Por ello se han realizado
estudios y el principal descubrimiento ha sido un nuevo biomarcador denominado anticuerpo
frente a péptidos citrulinados (ACPA) (18).

Autoanticuerpos Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Factor reumatoide 65-80% 85%
Anti-péptidos citrulinados 60-80% 95-98%
Anti-RA33 30-35% 96%
Anti-colageno tipo Il 30% NE
Anti-GPI 15-64% 70%
Anti-BiP 63-73% 65-99%
Anti-calpastatina 5-83% 96%
Anti-ro (SSA) 3-15% NE
Antifosfolipidicos/anticardiolipina  12-48% NE
ANCA 0-70% NE

ANCA: anticuerpos frente a citoplasma de neutréfilos; BiP: endoplasmic reticulum chaperone binding proteina; GPI:

glucosa-6-fosfato isomerasa; NE: no evaluado.

Figura 3. Sensibilidad y especificidad de autoanticuerpos en la AR (18)

Los ACPA, de entre todos los autoanticuerpos, son los mas especificos de la artritis
reumatoide, por lo que son idéneos para su diagndstico. Los ACPA, tal y como indica su
nombre van dirigidos frente a péptidos ciclicos citrulinados (CCP). Estos CCP, como hemos
mencionado anteriormente, resultan de la citrulinizacién de la arginina por la PAD. Este
proceso ocurre durante la inflamacidn, apoptosis y queratinizacién (19).

Serre y sus colaboradores fueron los que confirmaron que la citrulina es un componente
esencial para el desarrollo de la artritis y los anticuerpos especificos contra esta. Los primeros
ensayos para detectar la presencia de estos anticuerpos se realizaron con péptidos
citrulinados lineales, pero la sensibilidad y la especificidad del ensayo eran bajas (20). Para
aumentar la sensibilidad y la especificidad Schellekens y sus colaboradores usaron péptidos
ciclicos citrulinados, los cuales han sido modificados para que el epitopo citrulinado sea mas
facilmente reconocido por los ACPA (21). A partir de entonces, se han realizado diversas
recopilaciones de CCP mediante el analisis del suero de los pacientes con AR, y se han
desarrollado CCP sintéticos. El CCP2 (segunda generacidn) es el que mejor resultados ha dado
en el diagndstico de la artritis reumatoide; la prueba de diagndstico que lo incluye se ha estado
comercializando desde 2002 y no ha cambiado desde entonces. Esta prueba de diagndstico
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ha sido llevada tanto a diagndstico inmunoldgico por ELISA como incorporado a maquinaria
especializada de analisis clinicos (22).

4 OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo teérico de una nanoparticula para la
deteccidon de anticuerpos frente péptidos citrulinados producidos en la artritis reumatoide.
Como objetivos secundarios tenemos:
- Abordar la importancia de las nanoparticulas en medicina y su uso.
- Conocer las principales matrices que se usan para el desarrollo de una nanoparticula
(UCNP), asi como un método de sintesis de a misma.
- Conocer en qué consiste la conversion ascendente (UC) y en concreto la conocida
como ETU.
- Conocer los lantanidos, su naturaleza, propiedades y su implicacién en el dopaje de la
UCNP y la conversion ascendente.
- Tener una visién general de la artritis reumatoide, de sus sintomas y de los
biomarcadores que se estdn usando actualmente para su diagnéstico.
- Tener una visidn de la estructura de un anticuerpo y buscar un método para anclarlos
a un soporte.

5 METODOLOGIA

La metodologia empleada para el desarrollo de este trabajo ha sido la revision bibliografica de
muchas fuentes de informacion e indagacién en publicaciones nacionales e internacionales en
busca de informacion sobre las UCNP, la matriz B-NaYFs4, los CCP y los ACPA en articulos
cientificos obtenidos de revistas cientificas y de portales como PubMed. También se ha usado
la plataforma del Catalogo Cisne de la Universidad Complutense de Madrid para acceder a
diversos articulos, trabajos de fin de master, tesis doctorales y libros electrdnicos para buscar
la informacion necesaria. Libros de quimica avanzada y de nanotecnologia también han sido
consultados.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Nanoparticulas luminiscentes:

Las nanoparticulas luminiscentes son las que vamos a usar en el desarrollo de nuestro sensor.
La presencia de acidos nucleicos que participan en la regulacion de la expresion de genes y
produccion de proteinas se usa como biomarcadores para la deteccién de algln tipo de
cancer. La ventaja de este proceso es que se pueden detectar de manera precoz, antes de que
el dafio al organismo sea mas grave, y tomar medidas. Muchas otras patologias e infecciones
tienen sus propios biomarcadores, y sus propias formas de diagndstico. La principal ventaja
de las nanoparticulas fluorescentes es que son capaces de detectar los biomarcadores para
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los que van dirigidas a bajas concentraciones de manera rapida, barata y eficaz. Estos sistemas
se basan en el proceso de fotoluminiscencia provocado por el dopaje de la nanoparticula con
lantanidos (23). Para entender un poco mejor el proceso vamos a hablar de los lantanidos.

6.2 Lantanidos, naturaleza y propiedades:

Los lantanidos son elementos quimicos de la tabla periédica conocidos también por el nombre
de “tierras raras”. Estan presentes en muchos mineralesy su uso principalmente era en mezcla
con otros metales. Actualmente se usan en la industria metallrgica, como catalizadores que
descomponen la contaminacidn del aire, etc (24). Los lantanidos pertenecen al grupo de
metales de transicion interna de la tabla periddica, se muestra en la figura 3. Los catorce
electrones 4f se afiaden sucesivamente a los orbitales con una configuracion general
[Xe]4f"6s?, con la excepcidn de La, Ce, Gd, y Lu que para los cuales la configuracion electrénica
es [Xe] 4f"5d'6s2. Por esto los iones lantdnidos mas estables son los de estado de oxidacién
+3, obtenidos medinate la pérdida de electrones de los orbitales 5d y 6s (25). Tienen un
comportamiento espectral y magnético distinto al resto de elementos quimicos de la tabla
periddica, y esta diferencia se basa fundamentalmente en su configuracion electrdnica (26).
Son responsables de las propiedades de los iones lantdnidos los electrones 4f, y ademas, los
orbitales 4f estdn protegidos por influencias de fuerzas externas gracias ya que tienen
completos los orbitales 5s y 5p (25). Esto les confiere estabilidad y son menos afectados por
influencias de fuerzas externas comparados con los metales de transicion de la serie 3d.

Elementos de los grupos =1 Nimero atbmico D Metal Elementos de los grupos
representativos Fe | Simbolo D Metaloide representativos
Yoo Morn X
; SS348 | Peso atdmico D No motal 18
IA VIIIA
. 2 13 14 15 16 17 -
1| H : : = : He
el T1A MA IVA VA VIA VIA |
Metales de transicion
) 4 S 3 7 " 9 w0
2| Li Be B & N 0 F Ne
694 9.0121% (4] 10511 12zon 140067 159998 [Ixosans| 20179
n 12 2 < 7 13 14 15 113 ” 185
% 3 4 5 6 7 8 VIIB 10 11 12 e
3| Na | Mg 2 X : ) Al | Si P S Cl | Ar
- poses | 20 |IIB IVB VB VIB VIB_______. ______ IB IIB | agomis | 2vonss | soemss | 52066 | ssass | saaus
—;- 19 20 21 2 23 24 25 a1 27 2% 29 30 31 32 33 ET) 35 36
=4 | K Ca Sc Ti \' Cr | Mn | Fe Co | Ni Cu | Zn | Ga | Ge | As Se Br | Kr
~ 390953 2008 449559 4758 S09415 51,996 54,9380 55,845 58,9332 58.70 63,546 6539 69,723 7261 149216 Ti96 T9.904 380
37 38 39 40 a1 42 44 4 45 46 47 48 19 50 51 s2 53 52
5(Rb | Sr ¥ Zr [ Nb | Mo [ Tc | Ru [ Rh | Pd | Ag [ Cd | In Sn | Sb Te I Xe
$5.4678 §7.62 58,9059 9122 92 95064 95,94 (98) 10107 102,9055 106,42 107 868 11241 114818 118710 121.75 127 6 1269045 | 13129
55 s 57 P24 73 4 s 76 m s 79 80 £1 B2 83 [N 8s %
6| Cs |Ba |La* | Hf [ Ta [ W | Re | Os | Ir | Pt | Au | Hg | TI | Pb | Bi | Po | At | Rn
1329055 13733 138 9055 17889 150.9479 183,85 186,207 190,23 192217 195,08 196,9665 200,59 | 204 3833 2072 208 9506 (209) 210, (222)
o = " 104 108 106 107 108 109 110 1m
7| Fr [ Ra |Ac**| Rf | Ha | Sg ( Ns | Hs | Mt
223 1226) @ 261 (262) 263) (262) (265) (266) (269) (272)
Metales de transicién interna
hL ) A0 2y 61 n2 o ™ o8 o6 67 (2] [ N 7
*Lantdnidos | Ce | Pr | Nd | Pm | Sm [ Eu [ Gd ([ Th | Dy | Ho | Er | Tm | Yb | Lu
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Figura 4. Tabla periddica (24)



Estos electrones de valencia estan deslocalizados en los niveles de permitidos de las bandas
de conductividad, hecho que les permite ser conductores de la electricidad (24). Nos interesan
las propiedades fotoluminiscentes de los lantanidos, que se dan debido a las transiciones de
los electrones entre orbitales 4f. Cada elemento va a emitir su propia luminscencia después
de ser excitado; en la siguiente tabla se recogen los estados electrénicos y los colores
correspondientes a los iones L3*: (27)

ESTADO ESTADO
ION FUNDAMENTAL COLOR ION FUNDAMENTAL
Lant Luteci
a(nLaa)no 1So Incoloro u(Li(;lo 1So
Ceri Iterbi
((éz;) 2Fs/, Incoloro :eYrb)lo 2F72
P dimi Tuli
raseodimio e | verde ful e
Neodimio . Erbio
(Nd) *o/2 Lila (Er) 4152
Prometio 5| Rosa; Holmio 5|
(Pm) N Amarillo (Ho) 8
Samario . Disprosio
(sm) ®Hs/, Amarillo (FI))y) ®Has/2
Europio ; Rosa Terbio ;
(Eu) Fo pélido (Th) o
Gadolinio 3 Gadolinio
Incol 3
(Gd) S7/2 ncoloro (Gd) S7/2

Figura 5. Estado fundamental de los iones de los lantdnidos y el color en el que emiten

luminiscencia (27)

Los que vamos para dopar nuestro sensor van a ser el erbio y el iterbio:
e Erbio (Er): de nimero atdomico 68, es un sélido de color metalico, soluble en acidos
dando soluciones de color rosa, pero no es soluble en agua.
e |terbio (Yb): de nimero atémico 70, es un sélido blando y plateado, muy maleable y
soluble en acidos y amoniaco dando lugar a soluciones incoloras.

6.3 Conversion ascendente y ETU:

La fotoluminiscencia de conversién ascendente (upconversion) consiste en la absorcion de un
fotén por parte de un material determinado, en nuestro caso los lantanidos, que excite el
sistema a un nivel superior de energia y que dure lo suficiente para que sea excitado de nuevo
por otro fotdn a un nivel de energia superior; para que, posteriormente, el sistema decaiga al
nivel fundamental de energia emitiendo un fotdén con una energia mayor que los absorbidos
(28).
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Los lantdnidos son el eje central de la conversién ascendente. Hay varios procesos de
conversion ascendente, entre ellos destaca el denominado ETU (Energy Transfer
Upconversion) y es en el que se basa el sensor. La ETU consiste en la transferencia de energia
sucesiva de dos iones sensibilizadores a un ion activador para lograr la conversién ascendente
de frecuencia. La ETU se compone de 3 procesos (29):

- Absorcién de energia por sensibilizadores: la absorcion dependera de la intensidad de
la luz, la naturaleza de los iones lantanidos usador y del espesor de la UCNP (29).

- Transferencia de energia de los sensibilizadores al activador: el estudio realizado por
Dawei Lu y sus colaboradores en la Universidad de Colorado, revela que la tasa de ETU
aumenta con el aumento de intensidad de excitacién hasta que se alcanza la
saturacion, donde se logra la mayor eficiencia de conversién ascendente interna (29).

- Emisidn de fotones por parte del activador: la eficiencia de la emisién dependerd de la
tasa de decaimiento radiativo y decaimiento no radiativo. Nos interesa aumentar la
tasa de decaimiento radiativo al maximo posible y disminuir la tasa de decaimiento no
radiativo para evitar pérdidas de la emisién (29).

La conversion ascendente con el método ETU funciona como en el diagrama de la figura 6: el
ion sensibilizador o dador, que es el iterbio, absorbe un fotdn y pasa a su estado excitado. A
continuacion, esta energia almacenada en el sensibilizador se transmite a los iones aceptores,
que son el tulio y el erbio, y estos son los que finalmente emiten la fotoluminiscencia. Los
iones aceptores y sensibilizadores deben interaccionar mediante un mecanismo multipolar
(30).

Donor Er** Acceptor Er”
4y
— F.
i : T RAR S
] 2 1
———Ad-‘s 112 S | 3 SPE
M Fe TEsa TITT weR =
H 1
____.L‘]:q | v A % :
..... i |
---- -~
“hr -+ 3 +
L Ly ! %
"""" . Ak 'yo 4
F o] . ! R 2
= I GSA | | :
& 1.
e T 111
152
E E ¢ ¢
:F,' dl . \/ 5 : vi ‘g
Yb ™ 2 ETU/CR e38 8

(a) (b)

Figura 6. Diagrama de la conversion ascendente entre un ion Yb y un ion Er (a); y dos iones Er
(b). (30)

6.4 Matriz de las UCNPs:

El nucleo de las UCNPs (nanoparticulas de conversion ascendente) estda formado
principalmente de nanocristales dopados con lantanidos (31), y estan basados en matrices
como B-NaYF4 (32) o matrices como CaF3 (33), en un componente activador y un componente
sensibilizador. Los lantanidos juegan un papel importante como activadores vy
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sensibilizadores. Para incorporar iones activadores se puede usar elementos como Erbio (Er),
Holmio (Ho) y Tulio (Tm) (34); mientras que para incorporar iones sensibilizadores o dadores
se pueden usar elementos como el Iterbio (Yb) o Neodimio (Nd).

Entre las UCNPs dopadas con lantanidos, la matriz B-NaYFs es de particular interés. Se usa
mucho en fase cristalina beta porque es la mas eficiente debido a su baja energia de fondn.
Esta matriz B-NaYFs existe en simetria cibica o en fase hexagonal. La simetria hexagonal es
aproximadamente 10 veces mas eficiente que la simetria clibica y esto es debido a que la
hexagonal tiene menor simetria que la fase cubica. Esto repercute en una menor distancia en
la hexagonal de 3,548 A con respecto a los 3,868 A de la simetria cubica entre dos iones
lantanidos vecinos. Por tanto, la simetria hexagonal favorece una mayor eficiencia de la ETU
(35).

6.4.1 Métodos de preparacion de las matrices y las UCNP:

La preparacion de las matrices B-NaYFs se realiza mediante diversos métodos y uno de ellos
es el método de maduracidn de Ostwald (Ostwald Ripening), que consiste en un fenédmeno de
recristalizacién de particulas en el que los cristales pequefios, mas solubles que los cristales
grandes, se disuelven y precipitan en forma de particulas de mayor tamario (36).

Otra forma de sintesis y formacion de las UCNPs es la sintesis de nanoparticulas
NaYF4:Yb3*(16%),Er3*(2%) recubiertas de oleato. El proceso consiste en la disolucién de los
lantanidos, mediante agitacion y bajo una atmdsfera de N3, en una mezcla de acido oleico y
octadeceno. La mezcla resultante se enfria a temperatura ambiente y, posteriormente se
aflade metanol que contiene NaOH 0,5 M y NH4F 0,8 M dando lugar a una suspensién coloidal.
Esta suspension coloidal se agita durante 30 minutos bajo un flujo de nitrégeno, para después
calentarla con reflujo durante 90 minutos. Al enfriar la mezcla a temperatura ambiente las
UCNPs precipitan por adicién de etanol y se aislan por centrifugacidn, se lavan y se purfican y
se dispersan en ciclohexano (37).

Para reemplazar los ligandos de oleato unidos a la UCNP utilizamos la técnica de intercambio
de ligandos utilizando el tetrafluoroborato de nitrosonio (NOBF4). Afladimos a la mezcla
anterior de las nanoparticulas en ciclohexano, dimetilformamida (DMF). Esto da lugar a un
sistema bifasico; en la parte superior esta el ciclohexano con las UCNPs recubiertas con acido
oleico y en la parte inferior esta la dimetilformamida. A este sistema se le afade el
tetrafluoroborato de nitrosonio y se mantiene en agitacién durante 60 minutos. Durante este
intervalo de tiempo tiene lugar el paso de las UCNP de la fase superior de ciclohexano a la fase
inferior de dimetilformamida. Se separan ambas fases y las UCNP precipitan anadiendo
cloroformo y se separan por centrifugacién. Estos ultimos dos pasos se repiten 3 veces para
evitar la formacion de aglomerados de las UCNP (37).

6.4.2 Eleccion de la matriz que compone la UCNP:

Para el desarrollo de esta nanoparticula vamos a usar como matriz dopada el B-NaYFs de
simetria hexagonal: Yb%*, Er3*, Tm3*; ya que se considera una de las matrices mas eficientes
en la conversion ascendente (38). Sin embargo, existe un inconveniente con estas
nanoparticulas y es que se ha observado una disminucion en la luminscencia de conversion
ascendente debido a las vibraciones del agua (39) y, ademas, se ha observado que las
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nanoparticulas tienden a desintegrarse en medios o tampones acuosos (40). Esto ocurre
porque las nanoparticulas son sales poco solubles, con un valor de Kps = 102%, y en baja
concentracion pueden disolverse. En el caso del tampdn fosfato ocurre que los lantanidos con
el fosfato tienen valores de Kps mas bajas que los tetrafluoros desplazando el equilibrio hacia
a los fosfatos. Por ello seria interesante conseguir un recubrimiento de la nanoparticula que
amortiguara la pérdida de la luminiscencia. Este recubrimiento lo obtenemos basandonos en
un estudio realizado en la Universidad de Turku, Finlandia (41). En este estudio se recubrieron
las nanoparticulas con 2 tipos de polielectrolitos de carga negativa e iones de neodimio (Nd)
con carga positiva. Nuestra nanoparticula sera recubierta con uno de estos polielectrolitos: el
acido poliacrilico (PAA). De esta forma conseguiremos aumentar la eficacia de la nanoparticula
de conversién ascendente y disminuir la pérdida de luminiscencia sin alterar su funcionalidad
(41).

6.5 Peéptidos citrulinados:

Los CCP son los que hemos descrito anteriormente en la introduccién, y son los que vamos a
anclar a la nanoparticula con el objetivo de detectar presencia de
ACPA en la muestra. Se han conseguido sintetizar CCP artificiales

Etapa 1. Protonacion del carbonilo

de varias generaciones: (42) 0 , o,
. . [
- CCP1: primera generacion. C_ === !
., HsC CHg Hc” CH
- CCP2: segunda generacion.
- CCP3: tercera generacic')n. Etapa 2. Ataque nucledfilo de la amina secundaria

Schellekens y sus colaboradores, en 1998, produjeron péptidos
CHy
CHy |

citrulinados lineales sintéticos derivados de la filargina humana .

. y . , i 4 HO_ HN—CH;
(43). Para mejorar la deteccién de los anticuerpos se desarrolld 1y + I == )

L, .. . . .. HC” NCHy CHy HC” CH,
un péptido citrulinado ciclico (44).
Etapa 3. Equilibrio &cido-base
Los CCP2 y CCP3 se comercializan como ensayos por varias
empresas para el diagndstico de la AR por ELISA-inmunoensayo. o Hk—cHy i L e
Los que vamos a usar para el desarrollo del sensor van a ser los HC,'C'\QCH ==
. , . . ’ ¥ ’ HsC CH;

CCP2 ya que no tienen homologia conocida con ninguna proteina
humana, su sensibilidad es superior a los CCP1 y son los mas Etapa 4. Pérdida de agua
usados en clinica (45).

CHj CH,

CH,
® .| HC_® CHy
HO K N—CHs N
o i I
N

H;C CH; H,0 HiC” “CHy

6.5.1 Anclaje de los CCP a la UCNP:

Etapa 5. Eliminaciéon

En la figura 2 vemos la reaccién de citrulinacién por la cual se

forma la citrulina. Para poder anclar los CCP2 (péptido sintético HC @ CHy HC._CHy
de citrulina de segunda generacién) a la UCNP nos vamos a ‘ 1
aprovechar de la cetona (rodeada en la figura 2) que forma parte
de su estructura quimica. Nos basamos en el mecanismo de
formacién de enaminas para el anclaje de CCP2 a la UCNP. En
primer lugar vamos a usar metilamina (CHsNH,). Esta metilamina  Figura 7. Formacién de la enamina
(figura 7) se va a unir por muchos sitios de unidn, por el par de

T C
HsC d CH, ~——— H;‘C// \CH-\
=~ H

H 2"1
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electrones del N, a la UCNP dando lugar a CHsNH-UCNP. La metilamina se una a la UCNP por
diversos puntos gracias a la gran superficie que tiene.

Una vez realizado esto, enfrentamos la nanoparticula, rodeada de ligandos de metilamina a
los CCP2 que vamos a usar para detectar los ACPA. Estos CCP2 tienen una estructura similar a
la citrulina, pero con la diferencia de que son ciclicos. Para que los CCP2 se unan nos
aprovechamos de la condensacidon de carbonilos con aminas secundarias que dan lugar a
enaminas. Es este proceso que vemos en la figuraY a modo de ejemplo. En la figura CHsNHCH;3
corresponderia a CHsNH-UCNP, y la acetona corresponderia al CCP2. De esta forma
conseguimos anclar los CCP2 a la nanoparticula y tenemos montado el sensor. Este proceso
se da a lo largo de toda la superficie de la nanoparticula para que se puedan unir a una misma
nanoparticula muchos ACPA y asi conseguir que la sefial de emisién de luminiscencia sea
suficientemente fuerte (46).

6.6 ACPA:

Para poder proceder a anclar los anticuerpos en el soporte sélido del pocillo primero vamos a
explicar la morfologia de los anticuerpos y después la eleccion del propio soporte sdlido.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteinas caracterizadas por una gran
especificidad y sensibilidad frente al antigeno al que estan dirigidos. Cada anticuerpo lo
forman 4 cadenas polipeptidicas, de las cuales dos son cadenas ligeras (25kDa) y las otras dos
son cadenas pesadas (50kDa) unidas entre si por puentes disulfuro, dando al anticuerpo forma
de “Y”. Las cadenas pesadas y ligeras se fragmentas en tres partes: dos fagmentos Fab y un
fragmeno Fc. El fragmento Fab (Fragment Antigen Binding) es el fragmento de unién al
antigeno, mientras que el fragmento Fc (Fragment Crystallizable) es el cuerpo de la
inmunglobulina y es el que se une a los receptores de membrana de las células y proteinas
séricas. La regidn Fc de los anticuerpos es la que normalmente se ancla en los soportes sélidos
para las técnicas inmunoldgicas, ya que la regidn Fab debe quedar libre para que interaccione
con el antigeno. Otra zona importante que debemos mencionar es la regidn bisagra del
anticuerpo que corresponde a los puentes disulfuro; esta regidn da cierta capacidad de
flexibilidad al anticuerpo permitiendo que tome distintas disposiciones. De esta forma, esta
flexibilidad permite que se pueda unir a los antigenos con fuerza aunque estos estén a mayor
distancia (47).

Las cadenas polipéptidicas de los anticuerpos varian mucho en su secuencia de aminoacidos
y esto se da en laregion variable del anticuerpo o regién V, que es el sitio de union a antigenos.
Esta variabilidad es la que permite la gran de especificidad de anticuerpos frente a antigenos.
Mientras que el resto del anticuerpo tiene una variacién mucho mas limitada y es lo que se
conoce como region constante o regién C (48).
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Figura 8. Esquema general de un anticuerpo (47)

Los anticuerpos que vamos a anclar en nuestro soporte sélido para su deteccidén van a ser los
explicados en la introduccién: los ACPA.

- Purificacion de la muestra: para la purificacién de la muestra del paciente y conseguir
extraer los anticuerpos vamos a usar el método de purificacion de anticuerpos por
precipitacion con sulfato aménico. Es uno de los mas métodos mas frecuentes.
Consiste en una elevacidn de la concentracion salina, consiguiendo que determinadas
proteinas disminuyan su solubilidad hasta que acaben precipitando. Los anticuerpos
tienen la ventaja de precipitar a menor concentracién de sulfato aménico que otras
proteinas debido a la caracteristica alta hidrofobicidad que tienen (49).

6.6.1 Eleccion del soporte al que se van a anclar los ACPA:

Hay diversos soportes solidos estudiados que son muy efectivos para anclar anticuerpos en
técnicas de inmunoensayo y analisis. El soporte sélido que vamos a usar esta basado en unién
de anticuerpos a proteina G de Streptococcus sp. Esta proteina G esta en la pared celular de
estas bacterias y tiene 2 dominios por los que se une con una alta especificidad a la region Fc
de los anticuerpos. Debemos tener presente un inconveniente de este método y es que,
aunque se permite la inmovilizacién de los anticuerpos con una orientacion adecuada dejando
expuesta la regidn Fab para su unidén al antigeno, hay que tener en cuenta que la propia
orientaciéon de la proteina G limita la eficiencia del mecanismo. Es importante controlar la
orientacidn de las proteinas G como soporte sdlido, asi como la orientacién de los anticuerpos

-14 -



de la muestra ya que si no se colocan de forma correcta influiria en la deteccidén y daria una
sefial fotoluminiscente mucho menor de la que deberia (50).

7

CONCLUSIONES

Con el desarrollo de este trabajo concluimos que:

La UCNP pensada en este trabajo de investigacidon estaria compuesta por la fase B del
NaYFs dopada con Yb3* y Er3*, Estd recubierta con acido poliacrilico para disminuir las
pérdidas de luminiscencia por las vibraciones del agua o la desintegracién de la UCNP.
La funcionalizacién superficial de las UCNP permitiria alcanzar el doble objetivo de
proteger las nanoparticulas del medio y a la vez de ofrecer un sitio de anclaje para los
péptidos especificos para detectar los autoanticuerpos de la artritis reumatoide.

Los péptidos utilizados en la funcionalizacion de la UCNP son CCP2 sintéticos y
especificos para la deteccion de los ACPA. Tienen una sensibilidad superior al resto de
CCP sintéticos de otras generaciones y, ademads, no tienen homologia conocida con
ninguna proteina humana.

La UCNP pensada en este trabajo de investigacion va dirigida a detectar ACPA, que es
el biomarcador mads especifico de la artritis reumatoide, y su deteccion permite un
diagndstico precoz de la artritis reumatoide.

La deteccion de los ACPA, por la UCNP funcionalizada, se basa en la conversién
ascendente, en concreto en la ETU (Energy Transfer Upconversion) que consiste en la
transferencia de energia sucesiva de dos iones sensibilizadores a un ion activador para
lograr la conversion ascendente de frecuencia.
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