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Resumen 
 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las patologías 

neurodegenerativas más importantes y una de las formas más comunes de 

demencia. Esta enfermedad se caracteriza por presentar el proceso de agregación 

del péptido β amiloide (Aβ). En condiciones fisiológicas, monómeros de Aβ se 

encuentran en una forma soluble pero en condiciones patológicas éste comienza a 

agregar, produciendo diferentes especies intermediarias tóxicas hasta generar las 

denominadas fibras de Aβ y finalmente las placas seniles. De esta manera es que 

el proceso de agregación del péptido Aβ se ha convertido en un blanco para una 

potencial terapia de la EA. Sin embargo, todas estas aproximaciones han fallado 

ya sea porque el uso de fármacos no ha logrado alcanzar una concentración 

adecuada a nivel cerebral o porque no han logrado atravesar la barrera 

hematoencefálica. Asimismo, muchos de los tratamientos probados se realizan en 

etapas tardías de la enfermedad no lográndose buenos resultados.  

Las Nanopartículas de Oro (NPO) han sido utilizadas en diferentes 

aplicaciones en biomedicina y se han propuesto su uso para tratar la EA mediante 

la inhibición de la agregación de Aβ. Sin embargo, cómo la curvatura de las NPO 

puede afectar el mecanismo de agregación de Aβ aún se mantiene sin esclarecer. 

En el presente trabajo, se caracterizaron dos diferentes formas de NPO: los 

nanoprismas de oro (NPrO) con una forma plana, y las nanoesferas de oro (NeO) 

con una forma curva, los cuales además fueron funcionalizadas con polietilenglicol 

(PEG) para darles estabilidad en sistemas biológicos. A continuación, se evaluó y 

estudió el efecto de cada NPO sobre la formación de fibras de Aβ42 in vitro 
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mediante ensayos cinéticos monitoreados por una sonda fluorescente, la tioflavina 

T. Estas cinéticas fueron analizadas mediante un ajuste global con diversos 

modelos que describen el proceso de agregación. Mientras los NPrO aceleraron el 

proceso de agregación sin modificar el mecanismo molecular de éste, las NeO 

desaceleraron el proceso de agregación y modificaron el mecanismo molecular 

hacia uno de fragmentación/nucleación secundaria, con respecto al control que es 

nucleación secundaria multipasos. Además, mediante microscopía electrónica se 

determinó que la forma de las NPO modificó el largo de las fibras de Aβ42 

obtenidas, siendo éstas más largas en presencia de los NPrO y más cortas en 

presencia de las NeO. Estos resultados fueron explicados gracias a una 

interacción diferencial del péptido Aβ42 con la superficie de cada una de las NPO, 

determinado mediante espectroscopía Raman.  Mientras la forma plana de los 

NPrO expuso hacia el solvente aminoácidos hidrofóbicos importantes para el 

proceso de agregación de Aβ42, la forma curva de las NeO los esconde 

impidiendo su apropiada interacción lo cual se traduce en una inhibición del 

proceso de agregación. De esta forma, este estudio demuestra el rol clave que 

posee la curvatura de las NPO y de su mecanismo molecular sobre el proceso de 

agregación del péptido Aβ42. 

 

 

 

 

 

 



15 
 

Abstract 

 

Alzheimer’s disease is one of the most important neurodegenerative illness and the 

most common kind of dementia. One of the hallmarks of this disease is the 

aggregation process of amyloid-β peptide (Aβ). In physiological conditions, the Aβ 

monomer is maintained in a soluble form but in pathological conditions it begins to 

aggregate, producing different toxic intermediaries until generating the Aβ fibrils 

and senile plaques. Thus, the Aβ aggregation process has become in a main 

strategy to inhibit, but all these strategies have failed because they cannot either 

reach an adequate concentration in the brain or cross the brain blood barrier.      

Gold nanoparticles (GNP) have been used for different applications in biomedicine 

and proposed to treat Alzheimer´s disease (EA) through the inhibition of Aβ peptide 

aggregation. However, how the GNP’s curvature affects the mechanism of Aβ 

aggregation is not yet well understood. In this work, we characterized two different 

GNP’s curvature, a flat gold nanoprisms (GNPr) and curved gold nanospheres 

(GNS), and functionalized with poly ethilenglycol (PEG) to stabilized them. Then, 

we evaluate and studied the effect of these GNP on in vitro Aβ42 fibril formation by 

using ThT-based kinetic assay and global fitting analysis with several models of 

aggregation. Whereas GNPr accelerated the aggregation process and maintained 

the molecular mechanism of aggregation, GNS decelerated the aggregation 

process and modify the molecular mechanism to fragmentation/secondary 

nucleation regarding the control situation. By transmission electronic microscopy, it 

was observed the GNP’s shape was found to modify length’s population of Aβ42 

fibril: longer fibrils in presence of GNPr and shorter fibrils with GNS. These results 
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were explained by a differential interaction between Aβ peptide with each GNP’s 

curvature observed by Raman spectroscopy. While the flat shape of GNPr 

exposed hydrophobic amino acids of Aβ peptide that participate in accelerating the 

aggregation process, the curved shape of GNS hided these amino acids and 

hindered the proper interaction decelerating the fibrillation. Thus, this study 

provides the role of the GNP’s curvature and their molecular mechanisms on the 

Aβ aggregation process.  
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1.1 La Enfermedad de Alzheimer 

 

 La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una patología neurodegenerativa y 

es la forma más común de demencia, la cual representa cerca del 50-60% de 

todos los casos de demencia conocidos. Debido a esto, es que en la actualidad, la 

EA es un gran desafío para la salud pública mundial, además de tener un alto 

impacto en la economía. Se estima que en el año 2010 los gastos asociados a 

demencias a nivel mundial ascendieron a US$600 billones de dólares1. Junto con 

estos datos, estimaciones recientes indican que a nivel mundial, cerca de 24 

millones de personas padecían de EA en el 2001, y que para el 2040, cerca de 81 

millones de personas padecerán este tipo de enfermedad2. 

 La EA se presenta como un paulatino deterioro del sistema nervioso (Fig. 

1.1), el cual se caracteriza por la pérdida de funciones cognitivas, tales como la 

memoria y el aprendizaje, y por alteraciones conductuales asociadas a la 

enfermedad, como trastornos en el lenguaje, cambios de humor, agresión, 

confusión, irritabilidad, entre otros síntomas. Debido a este deterioro gradual es 

que los pacientes con EA conforme avanzan en edad terminan sus días postrados 

requiriendo cuidados médicos y supervisión continua. 
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Figura 1.1 Comparación esquemática entre un cerebro sano (lado izquierdo) y un cerebro de un paciente con 
Alzheimer (derecha)3. 

 

1.2 Etiología de la EA: la hipótesis amiloidogénica 
 

 La EA se caracteriza por la pérdida de sinapsis y neuronas en la corteza 

cerebral y algunas regiones subcorticales. Esto conlleva a una gran atrofia de las 

regiones afectadas, incluyendo reducción en el lóbulo temporal y parietal, y parte 

de la corteza frontal, entre otros4. Además, en cortes histopatológicos realizados 

en muestras postmortem de estas zonas se aprecian lesiones a nivel extracelular 

denominadas placas seniles, y a nivel intracelular alteraciones denominadas 

ovillos neurofibrilares5. Las placas seniles están constituidas por agregados 

proteicos insolubles del péptido β-amiloide (Aβ), los cuales se acumulan y agregan 

afuera de las neuronas6. Por otro lado, los ovillos neurofibrilares están compuestos 

de fibras retorcidas insolubles de la proteína Tau hiperfosforilada la cual agrega, y 

se postula que pierde su función de estabilizar los microtúbulos, provocando un 

deterioro de los axones neuronales y por consiguiente una pérdida progresiva de 

la función neuronal7. Aun cuando este tipo de lesiones, placas y ovillos, son 

comunes en cerebros de personas adultas mayores, aquellos que padecen 

Alzheimer las presentan en mucha mayor cantidad y en distintas zonas del 
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cerebro8. El diagnóstico definitivo de la EA requiere de la visualización postmortem 

de placas y ovillos en cortes histopatológicos del cerebro. 

 La principal hipótesis actualmente aceptada, es que la producción y 

acumulación del péptido Aβ desencadena el desarrollo de la EA, la cual se 

denomina hipótesis de la cascada amiloide9. El péptido Aβ proviene del 

procesamiento de la proteína precursora del amiloide (APP), la cual es una 

proteína transmembrana que puede seguir dos rutas de procesamiento (Fig. 1.2). 

La primera, denominada vía no amiloidogénica, APP es procesada por la enzima 

α-secretasa y luego proteolizada por la enzima γ-secretasa generando un 

fragmento denominado p3 del cual su función aún no está del todo clara. En la 

segunda vía, denominada vía amiloidogénica, APP es procesada por la enzima β-

secretasa y luego por la enzima γ-secretasa, dando origen al péptido Aβ40 o 

Aβ4210, 11. Mientras el péptido Aβ se encuentre como monómero es inocuo, pero 

en condiciones patológicas éste agrega generando oligómeros o fibras 

enriquecidas en estructura β-plegada y es altamente neurotóxico participando en 

daño neuronal12, 13 (Fig. 1.2). Diversos estudios han mostrado que estos 

agregados amiloides interactúan tanto con neuronas como con células gliales 

generando una activación de las cascadas proinflamatorias, disfunción 

mitocondrial, incremento del estrés oxidativo, deterioro de vías de señalización 

intracelular y de plasticidad sináptica, incremento de la fosforilación de tau, 

desregulación del metabolismo de calcio e inducción de apoptosis que conlleva 

finalmente a la muerte neuronal en ensayos realizados tanto in vitro como in vivo13, 

14 (Fig. 1.2). 
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Figura 1.2 Procesamiento de la proteína precursora del amiloide (APP). En el lado izquierdo de la imagen se 
observa el procesamiento por la vía no amiloidogénica la cual genera el péptido p3. Mientras que en el lado 
derecho de la imagen se observa el procesamiento por la vía amiloidogénica la cual genera el péptido Aβ de 
40 o 42 aminoácidos con el consecuente daño que generan en los distintos niveles en el cerebro15.  
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1.3 Agregación de proteínas y péptido Aβ 

 

La agregación de proteínas hacia la formación de fibras amiloides se debe a 

un incorrecto o mal plegamiento que conlleva a que las proteínas no funcionen 

correctamente16. De esta forma, el proceso de agregación proteica es una 

consecuencia de que la cadena polipeptídica no alcance su correcta estructura 

tridimensional. El mal plegamiento de proteínas se ha asociado comúnmente con 

diversas enfermedades, sobre todo del tipo neurodegenerativas como la EA, 

Parkinson, Huntington y Prion entre otras, así como también enfermedades 

sistémicas como la diabetes tipo II o agregados que se forman debido a la diálisis 

crónica en algunos pacientes17-19. Sin embargo, el proceso de agregación no sólo 

puede generar diversas enfermedades, sino que también posee un significado 

funcional. En microorganismos como es el caso de la Escherichia coli, se ha visto 

que producen agregados amiloides como puntos de anclaje o ensamblaje para 

otras proteínas20. Por otro lado, en células que componen los lentes oculares de 

los mamíferos se ha determinado la presencia de estos agregados tipo amiloide 

los cuales otorgan estabilidad estructural a largo plazo así como transparencia a 

estos lentes21.   

 Dentro de los agregados amiloides, podemos encontrar el péptido Aβ el 

cual pasa por diferentes estados de agregación antes de llegar a su estado final 

estable como placas seniles22. Como bien se mencionó anteriormente, el péptido 

Aβ es producido desde la proteína APP a través de la vía amiloidogénica. Bajo 

condiciones patológicas, el proceso de agregación comienza cuando los 

monómeros del péptido Aβ cambian hacia una conformación β plegada y se unen 
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mediante contactos formando núcleos de agregación, tales como dímeros, 

trímeros, oligómeros, y estos pequeños núcleos a su vez serán utilizados como 

superficies sobre las cuales se continuarán uniendo más y más monómero hasta 

generan una fibra amiloide (Fig. 1.3). De esta forma, las fibras que se forman en el 

proceso de agregación son altamente organizadas y se extienden con una 

estructura de sábanas β orientadas perpendicularmente al eje de elongación23. 

Estas fibras finalmente se depositan sobre el lecho neuronal junto a otro tipo de 

proteínas que quedan atrapadas, las que se denominan placas seniles. 

Antiguamente se creía que eran estas placas seniles las que generaban la EA, 

pero hoy en día se ha demostrado que son los oligómeros de Aβ los cuales por 

diversos mecanismos generan neurotoxicidad, tanto en experimentos in vitro como 

in vivo24-26.  

Diversas estrategias se han planteado para bloquear o desplazar el proceso 

de agregación, ya sea hacia la formación de monómeros o de placas seniles, 

mostrando con éxito la disminución de la toxicidad de Aβ in vitro. Sin embargo, in 

vivo estas promisorias terapias no han logrado mostrar los mismos resultados 

debido a la presencia de la barrera hematoencefálica (BHE), la cual rodea al 

sistema nervioso central y que impide lograr tener concentraciones terapéuticas 

adecuadas y por ende una baja efectividad a nivel cerebral.      

 De esta forma, la búsqueda y desarrollo de una estrategia terapéutica que 

permita elevar la concentración de fármacos a nivel cerebral, utilizando como 

blanco terapéutico el proceso de agregación del péptido Aβ, se mantiene en la 

actualidad como una estrategia promisoria.  
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Figura 1.3 Representación esquemática del proceso de agregación del péptido Aβ. Los monómeros en un 
estado fisiológico poseen una estructura random coil. En condiciones patológicas cambian hacia una 
estructura hoja β y comienzan a agregar entre ellos generando oligómeros, sobre los cuales se adicionan más 
monómeros generando protofibrillas y finalmente fibras amiloides27.  

 

1.4 Nanobiotecnología  
 

 En la actualidad, los nanomateriales (NM) han adquirido relevancia en el 

campo de la nanobiotecnología y específicamente en el área de la 

nanomedicina28, donde los esfuerzos se han concentrado en la detección, 

diagnóstico y terapia de enfermedades29. De hecho, los NM poseen ciertas 

ventajas sobre otro tipo de terapias debido a que su escala nanométrica les 

permite interaccionar con la mayoría de las estructuras y moléculas biológicas, 

presentan una relativa baja toxicidad (depende del tipo de NM utilizado) y pueden 

atravesar barreras biológicas para alcanzar eficazmente sitios de interés30.  
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1.4.1 Uso y aplicaciones de Nanopartículas de Oro para interferir la 

agregación del péptido Aβ 
 

Dentro de los NM utilizados en el campo de la nanomedicina, las 

nanopartículas de oro (NPO) han cobrado una vital relevancia gracias a diversas 

características que les confieren una gran versatilidad, tales como: su tamaño que 

oscila entre los 10 a 150 nm, son muy estables, inertes, biocompatibles, fáciles de 

sintetizar y de ser visualizadas mediante microscopía electrónica31. Además, estas 

NPO poseen un gran área superficial que puede ser funcionalizada, es decir, se 

pueden unir o adsorber diversos tipos de moléculas a la superficie de la NPO y 

transformarlas en verdaderos transportadores o carriers de moléculas y dirigirlas 

específicamente hacia un tejido u órgano dentro del organismo, e incluso 

atravesando la barrera BHE32-34. Esta funcionalización es gracias a que el oro (Au) 

puede reaccionar con grupos sulfhidrilos (SH) generándose un enlace de tipo 

covalente35. Debido a este enlace Au-tiol, las NPO han sido funcionalizadas con 

diversos tipos de moléculas como fármacos, DNA/RNA, péptidos, anticuerpos, 

polímeros, etc. Otra funcionalización que es de gran importancia y muy 

comúnmente utilizada es el polietilenglicol (PEG)36, el cual permite aumentar la 

estabilidad de las NPO tanto in vitro como in vivo y evitar su eliminación por el 

sistema endotelio reticular, aumentando considerablemente la vida media de las 

NPO en sistemas biológicos37. Además, las moléculas de PEG pueden poseer 

grupos funcionales en el extremo libre mediante el cual también se pueden unir 

una amplia gama de otras moléculas29, 38. Dada esta gran versatilidad, la 

funcionalización de la superficie de las NPO las ha convertido en una excelente 

herramienta en diversas aplicaciones biomédicas como en diagnóstico y detección 
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de enfermedades, como agentes de contraste en imagenología39, biosensores40 y 

transporte de fármacos41-43 (drug delivery).  

El uso de NPO funcionalizadas posee ventajas únicas por sobre la 

administración directa de un fármaco debido al incremento de la concentración 

local del fármaco funcionalizado, reducción de efectos secundarios en tejidos 

sanos, mejora la solubilidad y el perfil farmacocinético y farmacodinámico del 

fármaco. Aumenta su estabilidad debido a la disminución de la degradación en el 

torrente sanguíneo y puede generar una liberación controlada del fármaco en 

cuestión33.  

Además, estas NPO poseen una propiedad óptica en la cual los electrones 

que están en la superficie de la NP pueden interaccionar con un campo 

electromagnético, fenómeno conocido como resonancia del plasmón superficial 

(RPS)44, 45, el cual corresponde a una oscilación colectiva de los electrones en la 

superficie de la NPO cuando una longitud de onda mayor al tamaño de la NPO 

incide sobre ella. La longitud de onda necesaria para generar RPS depende del 

tamaño y de la forma de la NPO, siendo para nanoesferas de oro (NeO) cercano a 

los 520 nm mientras que para NPO anisotrópicas como nanovarillas de oro (NvO) 

o nanoprismas de oro (NPrO) cercana a los 800 nm o mayores46. Esto implica que 

las NeO absorben en el rango visible del espectro electromagnético39 mientras que 

para el caso de las NPO anisotrópicas corresponde al espectro infrarrojo cercano 

de radiación. Esta interacción con las ondas electromagnéticas infrarrojas le 

confiere la capacidad a la NPO de absorber grandes cantidades de energía de 

forma local y disiparla en forma de calor45, 47, proceso denominado fototermia y el 
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que ha sido utilizado para destruir tanto células tumorales48 como agregados 

proteicos. Este último fue desarrollado en nuestro laboratorio donde mediante el 

uso de la fototermia se logró desagregar agregados del péptido Aβ e impedir su 

reagregación, reduciendo también la toxicidad de dichos agregados49, 50. El hecho 

de que estas NPO absorban en el infrarrojo permite trabajar en la denominada 

ventana biológica que está entre los 700 y 900 nm de longitud de onda51, donde 

las moléculas biológicas (como hemoglobina o el agua) absorben mínimamente. 

Es así, como las NPO anisotrópicas se han abierto camino en el ámbito de la 

nanomedicina y en particular los NPrO, los cuales se caracterizan por poseer un 

plasmón fácilmente modificable (entre 800 a 1000 nm), son de fácil síntesis, con 

una síntesis limpia y sin uso de agentes contaminantes y por lo cual ya se han 

utilizado como potencial terapia contra el cáncer mediante fototermia, además de 

su uso para la entrega de fármacos o drug delivery e imagenología hacía tejidos 

tumorales en modelos murinos52.   

  
Figura 1.4 (A) Esquema de absorción en la ventana biológica en donde moléculas como agua o hemoglobina 
absorben mínimamente51. (B) Espectros de absorción de diferentes NPO dependiente de la forma de la 
NPO46. 
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1.4.2 Efecto de Nanopartículas sobre el proceso de agregación de Aβ 

 

Una de las formas de impedir el efecto patológico del péptido Aβ es 

bloquear su agregación mediante el uso de diversos tipos de nanomateriales, 

entre los que destacan las nanopartículas. Sin embargo, los resultados que se han 

descrito en la literatura suelen ser contradictorios ya que no se ha logrado obtener 

una correlación entre la nanopartícula utilizada y el efecto esperado sobre el 

proceso de agregación. En este sentido, por ejemplo, se ha observado que 

nanopartículas de poliestireno pueden presentar un rol dual sobre la agregación 

del péptido Aβ, es decir, a una baja concentración de esta nanopartícula se 

promueve la agregación del péptido Aβ mientras que a altas concentraciones de la 

misma nanopartícula el efecto es inhibitorio sobre el proceso de agregación53. Por 

otro lado, nanopartículas copoliméricas han mostrado que inhiben la agregación 

del péptido Aβ54, pero a concentraciones similares poseen la capacidad de 

acelerar el proceso de agregación de otro tipo de proteínas amiloides, como es el 

caso de β2 microglobulina55. Para el caso de las NPO se ha reportado en literatura 

que inhiben el proceso de agregación de Aβ56, 57, sin embargo, al analizar el efecto 

sobre otro tipo de proteínas amiloides, como es el caso de IAPP, aceleran el 

proceso de agregación58.   

Estos estudios se han enfocado en evaluar la presencia de una 

determinada nanopartícula y su efecto modificando diversas variables como: la 

concentración, el tamaño o la composición de las nanopartículas y observar si 

modifican o no el proceso de agregación de Aβ y otras proteínas amiloides. No 

obstante, no se ha indagado en un posible mecanismo molecular que explique el 
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efecto de una nanopartícula en particular y cuál o cuáles serían las etapas del 

proceso de agregación que estarían siendo alteradas por la presencia de esa 

nanopartícula. 

A escala nano, una de las principales características que se ha establecido 

para explicar este efecto diferencial en las nanopartículas es la geometría 

presente en la interfase bio-nano, es decir, la curvatura presente en la superficie 

de una nanopartícula59-65. Esta curvatura, también denominado efecto de curvatura 

a escala nano, gobierna las propiedades fisicoquímicas que presenta una 

nanopartícula como son el tamaño, la forma, la funcionalización con diversos 

ligandos, la porosidad, interacciones con células, adsorción de proteínas, e 

interacciones con proteínas (Fig. 1.5)65-68. En particular, la curvatura de una 

nanopartícula genera un alto impacto mediante el tamaño y la forma de las 

nanopartículas modulando las fuerzas e interacciones moleculares. De esta forma, 

modificando la curvatura de una superficie, por ejemplo haciéndola más plana o 

curva, se pueden incrementar o disminuir la superficie local de contacto y por ende 

las interacciones generadas en la interfase bio-nano. Esto es debido a que al 

interactuar una molécula con la superficie de una nanopartícula se reduce su 

entropía conformacional y traslacional con respecto a la molécula libre en solución, 

y esta restricción será resultado de la forma geométrica que imponga la superficie 

de la nanopartícula. Es así como modificando la forma de una nanopartícula en 

cuestión se puede promover o disminuir las interacciones intermoleculares entre 

proteínas amiloides, por ejemplo, con la superficie de NPO lo cual se traduciría en 
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una alteración del plegamiento de éstas que puede modificar el proceso de 

agregación ya sea incrementando o disminuyendo la tasa de agregación proteica. 

 

Figura 1.5 Parámetros utilizados en el diseño racional de nanomateriales para aplicaciones biomédicas. El 
grado de curvatura utilizado puede modificar o alterar parámetros o propiedades determinantes para cada 
nanopartícula como la cantidad de moléculas que se pueden funcionalizar sobre la superficie de una 
nanopartícula en cuestión, aumentar la superficie de interacción con moléculas de interés, la forma y el 
tamaño de la nanopartícula, etc.   

 

Actualmente, el entendimiento de cuál es el rol de la curvatura de las 

nanopartículas se ha convertido en objeto de estudio para entender el tipo de 

interacciones moleculares que se generan en la interfase nanopartícula-proteína69-

71, y así poder realizar un diseño racional de qué tipo de nanopartícula será 
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utilizada en un estudio en particular. Por ejemplo, en estudios in silico mediante 

dinámica molecular, se ha propuesto que la curvatura de NPO puede alterar el 

proceso de agregación del péptido Aβ68. En este estudio se comparó una NPO 

esférica (alto grado de curvatura) con una varilla (bajo grado de curvatura) donde 

se determinó que al disminuir la curvatura de una NPO se promueven los 

procesos de fibrilación del péptido Aβ. Este tipo de resultados también fueron 

observados experimentalmente con otro tipo de proteínas y comparando su grado 

de oligomerización sobre superficies planas con curvas. Este estudio determinó 

que la superficie plana aumenta el grado de oligomerización, como una medida de 

agregación proteica, mientras que en la superficie curva se encontraron 

adsorbidos más proteínas en su forma monomérica72. Otro estudio interesante fue 

el realizado por Kim y cols, en el cual se demostró que distintas formas de NPO 

inducen un cambio diferencial en la morfología final de los agregados de Aβ. En 

este sentido se observaron fibras más largas en presencia de nanoestructuras 

planas, lo cual fue determinado mediante microscopía electrónica de transmisión73.  

Aun cuando existen diversos estudios que evalúan el efecto de la presencia 

de nanopartículas sobre el proceso de agregación de Aβ, estos estudios no han 

indagado en cómo la curvatura de las NPO altera la interacción con el péptido Aβ 

y cómo esta interacción modifica etapas moleculares claves en el mecanismo de 

agregación de Aβ. Actualmente, los estudios en este ámbito se han limitado al 

seguimiento de la aparición de estructura secundaria del proceso de agregación 

del péptido Aβ mediante ensayos cinéticos o de time course, o al aumento o 

disminución de la intensidad de fluorescencia a tiempo final, mediante el uso de 
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sondas fluorescentes que reconocen agregados proteicos, como es la Tioflavina 

T53-57. Sin embargo, este tipo de estudios no dan cuenta ni describen que estaría 

ocurriendo a nivel molecular ni cuáles etapas del proceso de agregación estarían 

siendo afectados por la presencia de la NPO (Fig. 1.3). Determinar esta 

información es clave ya que al alterar el proceso de agregación se puede estar 

promoviendo la presencia de especies intermediarias oligoméricas, las cuales 

como se mencionó anteriormente, están asociadas a un mayor daño neuronal.   

 

1.5 Estudios cinéticos del proceso de agregación de beta amiloide 
 

 Una característica común de los diversos agregados amiloides es que 

poseen cinéticas de agregación que presentan una forma sigmoidal74 donde se 

distinguen tres etapas: la fase lag o de nucleación, la fase de elongación o de 

crecimiento de fibras, y finalmente una fase plateau o meseta en la cual el sistema 

fibras-monómeros ha alcanzado su equilibrio (Fig. 1.6). Sin embargo, esta es una 

descripción que no permite evaluar las etapas de agregación que hay detrás de la 

formación de agregados. Por esta razón, se ha propuesto que las cinéticas de 

agregación sean ajustadas mediante modelos cinéticos que permiten obtener 

constantes cinéticas y relacionar éstas a etapas o procesos microscópicos 

específicos del proceso de agregación.  

 



33 
 

 

Figura 1.6 Curva sigmoidal característica de agregación de proteínas amiloides. Presenta tres etapas: la fase 
lag con la presencia de monómeros y formación de pequeños oligómeros, la fase de crecimiento donde se 
adicionan más monómeros sobre los núcleos de agregación generando oligómeros y pequeñas fibras, y la 
fase plateau o meseta donde el sistema monómero/fibra ha alcanzado su equilibrio27. 

 

Un ejemplo muy simple corresponde a la agregación de proteínas como la 

actina y tubulina75. En este caso, los contactos que se generan entre monómeros 

permiten la formación de núcleos sobre los cuales se adicionarán más monómeros 

que conllevan a la elongación de la fibra. Sin embargo, este mecanismo de 

nucleación, denominado nucleación primaria o kn, no da cuenta de todos los 

procesos moleculares involucrados en el proceso de agregación de Aβ42. Es así 

como se han propuesto modelos cinéticos más complejos que incluyan otros 

procesos microscópicos como se observa en la figura 1.7: elongación (k+), que 

permite el alargamiento de la fibra; nucleación secundaria (k2), donde la superficie 

de las fibras ya formadas cataliza la formación de nuevos agregados; o 

fragmentación (k−), que describe la ruptura de fibras preformadas generando 

nuevos extremos donde nuclear. De esta forma, la contribución diferencial de 

estos eventos al proceso de agregación permite proponer diferentes mecanismos 

moleculares que explicarían la formación de fibras amiloides.  
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Figura 1.7 Procesos microscópicos que dirigen la formación de amiloides donde cada proceso depende de 
distintas constantes de velocidad: A, la nucleación primaria (kn) que corresponde a la formación de núcleos de 
agregación (nc). B, la elongación (k+) que permite la elongación de la fibra. C, la nucleación secundaria (k2) 
donde la superficie de las fibras ya formadas cataliza la formación de nuevos núcleos de agregación (n2). D, la 
fragmentación (k−) que corresponde a la ruptura de fibras ya formadas aumentando tanto el número de fibras 
como de sitios disponibles para que se alarguen estas fibras74.  

 

El grupo de Knowles y cols.76, analizó las cinéticas de agregación del 

péptido Aβ42 bajo diversos modelos cinéticos de formación de fibras que 

consideran los eventos microscópicos descritos en la figura 1.7. Según estos 

estudios, el modelo que mejor se ajusta a la forma que presentan las curvas de las 

cinéticas de agregación de Aβ42 es el modelo de nucleación secundaria multi 

pasos. Como se observa en la figura 1.8, además de los procesos de nucleación 

primaria y elongación, la velocidad de formación de fibras está influenciada 

principalmente por el proceso de nucleación secundaria (k2) donde la superficie de 

las fibras ya formadas actúa como un punto de anclaje para los monómeros lo cual 

promueve y cataliza la formación de nuevos agregados o núcleos de agregación. 

Adicionalmente, existe otro evento que participa en el proceso de agregación de 

Aβ42 que es la fragmentación de las fibras ya formadas, lo cual implica un 

aumento en el número de fibras presentes pero además un aumento del número 
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de extremos disponibles sobre los cuales se puedan adicionar más monómeros 

permitiendo el alargamiento de las fibras. Sin embargo, su contribución a 

aumentar el número de fibras es menor comparado con la nucleación secundaria. 

De esta forma, gracias a la predicción que realiza este modelo, es que se ha 

podido reproducir las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 y dilucidar que el 

mecanismo de nucleación secundaria contribuye principalmente en el proceso de 

formación de fibras de Aβ4277-79. 

 

Figura 1.8 Mecanismo molecular del proceso de agregación de Aβ42. Los nuevos agregados son producidos 
por las etapas de nucleación primaria (kn) y nucleación secundaria (k2), en la cual la superficie de la fibra 
cataliza la formación de nuevos agregados, mientras que la etapa de elongación (k+) permite el alargamiento 
de estos agregados (línea continua). Adicionalmente, en algunas situaciones se puede generar una mayor 
contribución a la formación de agregados mediante la fragmentación (k−) de las fibras ya formadas (línea 
segmentada)77-79.  

 

Actualmente, estos modelos matemáticos están disponibles en la página 

AmyloFit79 y han sido utilizados con éxito para analizar, determinar y entender el 

efecto que poseen diversas moléculas sobre las cinéticas del proceso de 

agregación de Aβ4280-83. Sin embargo, en literatura no se cuenta con estudios de 

este tipo sobre NPO ni menos como la forma de las NPO podría estar alterando el 
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proceso de agregación de Aβ42. De esta manera, se genera una interesante 

posibilidad de estudio de evaluar el efecto que tiene la forma de las NPO sobre el 

proceso de agregación de Aβ42 mediante análisis cinéticos y, por lo tanto, poder 

determinar cuáles serían los eventos moleculares involucrados. Obtener y 

determinar el mecanismo molecular que subyace el efecto de la forma de una 

NPO sobre el proceso de agregación del péptido Aβ42 permitiría no tan sólo 

comprender cuál es la etapa que la NPO está alterando sino también utilizar esta 

información para mejorar el diseño de futuras terapias contra la EA.  

En la presente tesis, se estudiaron dos NPO con diferentes curvaturas, 

NPrO que son planos y NeO que son curvas, los cuales fueron funcionalizados 

con PEG y evaluados sobre las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 

mediante el uso de la sonda fluorescente ThT53-57. Estas cinéticas se ajustaron 

mediante el uso de modelos matemáticos que describen la formación de fibras 

gracias al software AmyloFit80-85. En ausencia de NPO el mecanismo de agregación 

de Aβ42 fue el mismo que el descrito en literatura: nucleación secundaria 

multipasos. En presencia de NPrO se observó que el proceso de agregación fue 

acelerado incrementando las constantes asociadas a las etapas de nucleación 

secundaria y elongación en dos órdenes de magnitud sin modificar el mecanismo 

molecular que subyace el proceso de agregación. Por otro lado, en presencia de 

las NeO, el mecanismo de agregación de Aβ42 fue modificado hacia el modelo de 

nucleación secundaria/fragmentación, donde tanto la nucleación secundaria como 

la fragmentación presentan una contribución a la formación de nuevos agregados. 

Además, las NeO desaceleraron el proceso de agregación en las mismas 
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constantes que los NPrO en un orden de magnitud. Estos cambios en las cinéticas 

de agregación fueron acompañados por modificaciones en los histogramas de 

largo de las fibras de Aβ42 para ambas NPO observadas por TEM57, 86, 87. Todos 

estos resultados fueron explicados por una interacción diferencial entra cada NPO 

con el péptido Aβ42 determinado mediante espectroscopía Raman88, 89, en el cual 

los NPrO expusieron hacia el solvente aminoácidos hidrofóbicos de Aβ42 que 

participan en el proceso de agregación, mientras que las NeO escondieron estos 

mismos aminoácidos lo que conlleva a una interrupción en el correcto proceso de 

agregación. De esta forma, se demostró cómo la curvatura de las NPO modifica el 

mecanismo molecular del proceso de agregación de Aβ42. Es así, como la 

información obtenida en la presente tesis se convierte de gran relevancia no tan 

solo por su potencial uso en futuras aplicaciones biomédicas y de diseño racional 

de nanomateriales, sino también en la comprensión de las implicancias de la 

presencia de NPO en procesos biológicos como es la agregación de péptidos 

amiloides. 
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HIPÓTESIS 
 

La curvatura de nanopartículas de oro modifica la exposición de residuos 

hidrofóbicos del péptido Aβ alterando el mecanismo molecular del proceso de 

agregación.  

 

OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el mecanismo mediante el cual diferentes nanoestructuras de oro con 

distinta curvatura y funcionalizadas con polietilenglicol modifican el proceso de 

agregación del péptido Aβ.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Diseñar y obtener nanopartículas de oro funcionalizadas con polietilenglicol que 

posean una distinta curvatura y propiedades fisicoquímicas comparables tales 

como potencial zeta y área superficial. 

2. Determinar el efecto de nanopartículas de oro esféricas y planas sobre el 

mecanismo de formación fibras del péptido Aβ.  

3. Determinar el modo de interacción del péptido Aβ sobre la superficie de 

nanopartículas de oro esféricas y planas.   
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Capítulo 2: Materiales y Métodos 
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2.1 Nanoprismas de Oro (NPrO) 

 

2.1.1 Síntesis de Nanoprismas de Oro 
 

La síntesis de NPrO fue realizada mediante una modificación del protocolo 

de Pelaz y cols90. A una solución 2mM de HAuCl4 se le adicionó una solución 

0.625 mM de Na2S2O3. Se dejó reaccionar esta mezcla durante 9 minutos y 

finalmente se adicionó un nuevo volumen de Na2S2O3. La solución resultante se 

dejó reposar al menos durante 30 minutos antes de su caracterización. 

 

2.1.2 Evaluación de la influencia de la temperatura en la síntesis de NPrO 
 

El protocolo constó en que a una solución de oro 2 mM se le adicionó una 

solución 0.625 mM Na2S2O3 y se dejó reaccionando durante nueve minutos. Una 

vez cumplido este tiempo se adicionó nuevamente un volumen de tiosulfato de 

sodio 0.625 mM y la mezcla se dejó reposar hasta completar 120 minutos antes de 

caracterizar la solución mediante Microscopía Electrónica de Transmisión (por sus 

siglas en inglés TEM). La reacción se monitoreó mediante espectrofotometría 

visible-IR midiendo cada 15 segundos durante toda la síntesis (120 minutos). 

Estos ensayos se realizaron a diferentes temperaturas: 15°, 20°, 27° y 50°C.  

 

2.1.3 Funcionalización de NPrO con HS-PEG-COOH  
 

Se procedió a funcionalizar los NPrO con polietilenglicol-COOH (HS-PEG-

COOH) debido a que los NPrO son inestables y agregan cuando se les cambia de 
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solución o cuando son centrifugados. De esta forma, a 5 mL de NPrO con una 

unidad de absorbancia se les ajustó el pH a 12. Luego, se masaron 0.2 mg de 

PEG-COOH el cual se resuspendió en 15 µL de agua a pH 10. Esta solución de 

PEG se adicionó a los 5 mL de NPrO y se dejó agitando durante 3 horas a 

temperatura ambiente.  

 

2.1.4 Purificación de NPrO-PEG COOH mediante centrifugación diferencial  
 

Una vez obtenidos los NPrO funcionalizados con PEG, el volumen total de 

muestra se alicuotó en 5 tubos de microcentrífuga con 1 mL de solución cada uno. 

Los 5 tubos con 1 mL con solución fueron centrifugados durante 20 minutos a 

5900 g a temperatura ambiente. La pella formada se resuspendió en un 1 mL de 

agua a pH 7, se sonicó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

procedió a centrifugar la muestra resuspendida de NPrO a 3300 g por 20 minutos 

a temperatura ambiente y una vez terminada esta etapa se sonicó durante 5 

minutos, se retiró el sobrenadante y se resuspendió en 1 mL de agua a pH 7 la 

pella. A continuación, esta muestra de NPrO se centrifugó a 1500 g durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Se retiró el sobrenadante y la pella se 

resuspendió en 1 mL de agua a pH 7 y se sonicó durante 5 minutos. Finalmente, 

los NPrO se centrifugaron a 400 g por 20 minutos a temperatura ambiente. Luego 

se sonicó durante 5 minutos, se retiró el sobrenadante y se resuspendió la pella en 

1 mL de agua a pH 791. Finalmente, la muestra fue centrifugada dos veces más a 

3300 g, completando así seis etapas de centrifugación.  
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2.1.5 Segunda funcionalización de NPrO con HS-PEG-COOH (NprO-PEGx2) 

 

 A 5 mL de una solución de NPrO-PEG COOH con una absorbancia de valor 

1 se es ajusto el pH a 10 y se le adicionó 0.2 mg de HS-PEG-COOH. Esta 

solución se agitó suavemente durante 17 horas a temperatura ambiente. A 

continuación, la solución fue centrifugada a 3300 g por 20 min a temperatura 

ambiente. Las pellas se juntaron y se llevaron a un volumen final de 500 µL con 

agua Milli-Q. 

 

2.1.6 Cuantificación de NPrO mediante NanoSight 
 

Con el fin de determinar el número de nanopartículas por mililitro, se realizó 

un análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) con el equipo NanoSight 

NS3000 (Malver Instruments, UK), y la acumulación de datos y posterior análisis 

fue hecho con el software NanoSight, versión NTA 3.2. El NTA es una 

aproximación rápida que puede ser usada para mediciones cuantitativas. Se 

estableció una relación lineal entre la concentración de las nanopartículas y el 

valor de absorbancia de la banda plasmónica. Cinco muestras de NPrO-PEG o 

NEO-PEG con diferentes valores de absorbancia, entre 0.1 y 1, fueron diluidas y 

medidas. Los datos fueron obtenidos usando un nivel de cámara de 15, videoclips 

de 50 segundos, y un límite de detección de 3. En el caso de los NPrO-PEG, las 

mediciones fueron realizadas con 3 láseres de distinta longitud de onda (405, 488, 

y 642 nm) para corroborar de que no existiera influencia del tipo de láser usado y 

el resultado obtenido. El láser de 642 nm, fue usado para las mediciones de NEO-
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PEG. Todas las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura de 25°C y con 

agua Milli-Q como solvente. 

 

2.2. Nanoesferas de oro (NeO) 
 

2.2.1 Síntesis de nanoesferas de oro de 40nm 
 

 A 50 mL de agua milli Q se le adicionaron 500 µL de una solución 29.4 mM 

HAuCl4 y se llevó a reflujo a 194°C durante 10 min. Luego se adicionó 500 µL 1% 

P/V de citrato de sodio y se mantuvo durante 20 minutos reaccionando esta 

solución a reflujo (baño externo 194°C). Luego se dejó enfriar y se ajustó el pH a 

8, se filtró y se caracterizó. 

 

2.2.2 Funcionalización de NeO con HS-PEG-COOH 
 

A 50 mL de solución de NeO se adicionaron 7.5 mg de HS-PEG-COOH y se 

dejaron con agitación suave durante toda la noche a temperatura ambiente. Al día 

siguiente, se centrifugaron a 3300 g por 20 minutos y este paso se repitió 3 veces 

para eliminar el exceso de PEG. Finalmente, la pella se resuspendió en 500 µL.  

 

2.3 Espectrofotometría de Absorción Molecular (visible-NIR)   
 

Los NPrO fueron caracterizados mediante espectrofotometría de absorción 

molecular a temperatura ambiente utilizando un espectrofotómetro Perkin Elmer 
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Lambda 25 para realizar un espectro, con la finalidad de observar las dos bandas 

de absorción de los plasmones característicos de las NvO, el transversal 

aproximadamente en 520 nm y el longitudinal centrado en los 800 nm. 

 

2.4 Dispersión Dinámica de la Luz (DLS)  
 

Los NPrO también fueron caracterizados mediante dispersión dinámica de 

la luz (DLS) con el objetivo de determinar sus diámetros hidrodinámicos y su 

estabilidad coloidal. Estas mediciones fueron realizadas por triplicado en un 

equipo Zetasizer 3000 de Malvern Instruments y se utilizó una celda capilar 

plegada desechable (DTS1070), dispersante agua a 25ºC y el índice de refracción 

usado fue 1,332. 

 

2.5 Potencial ζ   
 

La medición del potencial ζ (Zeta sizer 3000, Malvern Instruments, UK) de 

NP consiste en 5 repeticiones de cada solución de NPrO. Dado que las 

mediciones del potencial zeta es realizada en agua, la aproximación de 

Smolochowski (Doane, Chuang et al. 2012) ha sido usada para calcular el 

potencial zeta a partir de la movilidad electroforética de la NP en solución. Las 

determinaciones electroforéticas de potencial zeta fueron comúnmente realizadas 

en medio acuoso y a 25ºC y se usa un índice de refracción de 1,332. Se empleó 

una celda capilar plegada desechable (DTS1070). 
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2.6 Microscopía electrónica de transmisión de barrido (STEM)  

 

Los NPrO fueron observados por microscopía electrónica usando un 

microscopio electrónico de barrido con módulo de transmisión electrónica (STEM) 

FEI Inspect F50. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de una 

suspensión de NPrO sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbón y 

dejándose secar al aire.  

 

2.7 Microscopía electrónica de Transmisión (TEM)  
 

Tanto NPrO o NeO fueron observados por microscopía electrónica usando 

un microscopio electrónico de transmisión Philips CM120 con un voltaje de 

aceleración de 120 kV. Las muestras fueron preparadas depositando una gota de 

una suspensión de la muestra sobre grillas de cobre tratadas con Formvar carbón 

y dejándose secar al aire durante toda una noche. Las muestras de Aβ42 

coincubadas con las NPO fueron registradas a tiempo final de las cinéticas de 

reacción. Para esto, 20 µL de cada muestra se colocaron en una grilla 300 mesh 

Formvar/Carbon-Coated Copper durante 2 minutos. Luego la grilla fue lavada con 

agua Milli-Q por un minuto, secada con papel absorbente Whatman y teñida con 

1% de ácido fosfotungstico durante dos minutos. Las grillas fueron visualizadas en 

un equipo TEM Hitachi HT7700 con un voltaje de aceleración de 120 kV. 
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2.8 Preparación de las muestras de Aβ42 para los estudios de agregación 

 

Para llevar a cabo este objetivo se procedió a utilizar el péptido Aβ42 

humano (rPeptide, Bogart, GA, USA). 1 mg de este péptido se disolvió en 200 µL 

de HFIP (Hexafluoroisopropanol) agregándole posteriormente 800 µL de agua. 

Esta solución se dividió en 20 alícuotas que contenían 0.05 µg por tubo de 

microcentrífuga de 0,6 mL. Luego se liofilizaron durante toda la noche. Al día 

siguiente, se procedió a resuspender un tubo con Aβ42 en 300 µL de HFIP y se 

liofilizó durante toda la noche. Para obtener el péptido en su estado monomérico, y 

al otro día, el liofilizado se procedió a resuspender en 550 µL de cloruro de 

guanidinio y se inyectó la muestra en un sistema HPLC acoplado a una columna 

de exclusión molecular sephadex 75. La muestra se trató en una fase móvil de 

solución 20mM de fosfato (pH 7.8) y 5mM EDTA a una velocidad de 0.8 mL/min. 

Los cromatogramas se realizaron siguiendo las señales tanto a 210 nm como 280 

nm. 

 

2.9 Ensayo de cinética de agregación péptido Aβ42 
 

El péptido se recolectó en frío en un tubo Eppendorf (Eppendorf® LoBind 

microcentrifuge tubes, Sigma) y se procedió a diluirlo para lograr tener las 

diferentes concentraciones a analizar en tubos Eppendorf low binding. Toda la 

manipulación del péptido se realizó en frio, ya que se trata de un péptido de muy 

fácil agregación. Por lo cual tanto los tubos, soluciones y la placa de 96 pocillos se 

mantuvieron por al menos 1 hora a 4°C antes de empezar a trabajar. Las 
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diferentes concentraciones de péptido Aβ42 se diluyeron en la solución de corrida 

del HPLC y se suplementó cada concentración de péptido con Tioflavina T (ThT) 

20 µM. A continuación, se procedió a agregar 100 µL de la mezcla a cada pocillo 

en una placa de 96 pocillos que posee baja adherencia por proteínas (Corning 96 

Well Half Area Black with Clear Flat Bottom Polystyrene NBS). Las placas fueron 

selladas mediante una lámina transparente (Axygen Microplate Sealing Film, 

UC500). El ensayo de agregación del péptido Aβ42 se realizó mediante la 

medición de la fluorescencia emitida por la ThT cuando se une a estructuras con 

una conformación beta. La medición de la fluorescencia se realizó en un lector de 

placas Synergy MX Biotek con una excitación a 440 nm y una emisión a 480 nm 

(ambos monocromadores se usaron con un ancho de banda de 9 nm). Las 

mediciones se realizaron cada 6 minutos a 37°C sin agitar durante diversos 

tiempos (entre 15 a 72 hrs). 

 

2.10 Ajustes globales de las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 

 

Una vez obtenidas estas curvas, se realizó un ajuste matemático global 

mediante el programa AmyloFit (G Meisl, J Kirkegaard and T Knowles) el cual es 

de acceso gratuito (https://www.amylofit.ch.cam.ac.uk/fit). 

 

2.11 Ensayo de cinética de agregación péptido Aβ42 en presencia de NPO 
 

A continuación, se analizó el efecto de diversas formas de NPO, NPrO o 

NeO, sobre la cinética de agregación del péptido Aβ42. La concentración de 
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muestra de NPrO-PEG-D1 analizada fue de 0,2 nM por pocillo, la cual se incubó 

desde un inicio con el péptido Aβ42 para observar el posible efecto inhibitorio de la 

agregación. Las concentraciones de péptido Aβ42 sintético analizadas con ambas 

NPO fueron de 2; 2,5; 3; 4; 6,5 y 8 µM. El ensayo se realizó de forma idéntica a lo 

descrito en el ensayo de cinética de agregación del péptido Aβ42 sin NPO.  

 

2.12 Espectroscopia de dicroísmo circular (DC) 
 

 El contenido de estructura secundaria de tanto el péptido Aβ42 monomérico 

y las fibras de Aβ42 en ausencia o presencia de NPO fue determinado mediante 

espectroscopía DC. 1mL de cada muestra obtenida al final de los ensayos de 

agregación fue colocado en una cubeta de cuarzo con un paso óptico de 5 mm. 

Los espectros fueron registrados desde 190 a 250 nm usando el equipo modelo 

No. J-1500 instrument (JASCO corporation Japan). Además, el porcentaje de 

estructura secundaria de cada una de las muestras fue determinado por la 

deconvolución de los espectros mediante el software libre BeStSel.  

 

2.13 Espectroscopia Raman 
 

 Todas las mediciones Raman fueron realizadas usando el espectrómetro 

Renishaw micro-Raman RM 1000 acoplado a un microscopio Leica DMLM y 

equipado con un láser de 785 nm y una cámara CCD enfriada eléctricamente. El 

equipo fue automáticamente calibrado siguiendo la línea a 520 nm-1 de silicona del 

espectro Raman. Las muestras fueron depositadas sobre una delgada lámina de 
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oro para disminuir la fluorescencia intrínseca de la muestra. La intensidad del láser 

sobre la muestra fue cuidadosamente considerada (0,2 mW) lo cual es menos del 

1% del poder total del láser. La adquisición de los datos se realizó cada 10 

segundos para cada espectro con una resolución de 4 cm-1. Los espectros fueron 

registrados entre 100 y 1800 cm-1 después de evaporar el solvente sin exposición 

a la luz.  
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Capítulo 3: Síntesis, funcionalización y caracterización de NPO 
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3.1 Determinación y caracterización de los parámetros relevantes para la 

síntesis de Nanoprismas de Oro (NPrO) 
 

La síntesis de NPrO se realizó mediante el protocolo descrito por Pelaz y 

cols91, en el cual una solución acuosa de HAuCl4 se mezcla con el agente reductor 

tiosulfato de sodio (Na2S2O3), bajo agitación suave durante 9 minutos, y a 

continuación se agrega un nuevamente Na2S2O3. La primera adición de Na2S2O3 

permite la formación de “semillas” sobre las cuales se bloquearán las caras (1,1,1) 

y permitirá la generación de la forma de prisma en la nanopartícula92. Debido a 

que la síntesis de nanopartículas anisotrópicas exhibe diversas variables que 

afectan el producto final y a que en la presente tesis se necesitan NPrO de un 

tamaño determinado, es que se procedió en primera instancia a la caracterización 

de la síntesis para determinar los parámetros más adecuados de esta: 

concentración de oro, concentración de primer volumen de tiosulfato, tiempo de 

reacción, volumen segunda adición de tiosulfato y temperatura de reacción. De 

esta forma, el determinar estos parámetros permite tener las condiciones óptimas 

de reacción de formación de prismas para aumentar el rendimiento de la reacción. 

 

3.1.1 Concentración de solución áurica 
 

El primer parámetro analizado fue la concentración inicial de la solución de 

oro manteniendo constante la concentración de 0.5 mM Na2S2O3. Para llevar a 

cabo este objetivo, se evaluaron dos concentraciones de oro, 2 y 2,5 mM, 

mediante el seguimiento de la aparición y desplazamiento del plasmón en el 

tiempo. Cabe destacar, que los NPrO exhiben dos plasmones: el primero a 530 
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nm el cual corresponde a la banda transversal del prisma y a contaminación por la 

presencia de esferas que es un producto secundario de la síntesis, y a un segundo 

plasmón en el infrarrojo cercano (NIR) cuya longitud de onda es directamente 

proporcional al tamaño del prisma y que por lo tanto es sensible a las variaciones 

en la síntesis. El seguimiento de ambas muestras se realizó mediante 

espectrofotometría Vis-NIR y la aparición del plasmón en el NIR da cuenta de la 

presencia de semillas que darán origen posterior a la forma del prisma. De esta 

manera, mientras más alejado en el NIR se encuentre este plasmón más grandes 

son las semillas. Como se observa en la figura 3.1, ambas muestras exhiben un 

patrón bastante similar en la aparición de ambos plasmones.  Sin embargo, la 

intensidad del plasmón en el infrarrojo para la muestra a 2mM HAuCl4 es 

levemente mayor y presenta un desplazamiento hacia el azul (Fig. 3.1a) al mismo 

tiempo comparado a 2,5 mM HAuCl4 (Fig. 3.1b), lo cual se correlaciona con la 

presencia de semillas de menor tamaño.  
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Figura 3.1 Espectro de absorbancia Vis-NIR utilizando A) 2, y B) 2,5 mM de HAuCl4 reducido con 0,5 mM de 
tiosulfato. El crecimiento de las semillas fue evaluado en el tiempo (0-90 min) a 20°C. Las flechas en azul 
muestra el crecimiento del plasmón correspondiente a la banda transversal del prisma y a la contaminación 
por esferas, mientras que las flechas en rojo muestran el crecimiento del plasmón correspondiente al prisma.   
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De acuerdo con los resultados obtenidos por Pelaz et al. (2012), los NPrO 

que presentan un plasmón superior a los 1100 nm, poseen un tamaño de la arista 

de 165 nm en promedio, y ya que en esta tesis se busca obtener NPrO de un 

tamaño menor a los 100 nm, es que se continuó trabajando con la concentración 

de oro de 2 mM. 

 

3.1.2 Concentración del primer volumen de Na2S2O3 

La segunda variable que se evaluó fue usar diferentes concentraciones de 

la primera adición del agente reductor Na2S2O3, manteniendo constante la 

concentración inicial de oro de 2 mM. Las diferentes concentraciones de Na2S2O3 

fueron: 0,25; 0,5; 0,625; y 1 mM. En la figura 2 se puede observar que a medida 

que se aumenta la concentración de Na2S2O3 el plasmón en el NIR aparece más 

rápido y además el plasmón final se estabiliza en longitudes de onda más 

desplazadas hacia el azul o hipsocrómico. Esto quiere decir que a mayor 

concentración de tiosulfato de sodio el tamaño final de las semillas es menor. Ya 

que tanto la muestra a 0,25 mM (Fig. 3.2a) y 0,5 mM (Fig. 3.2b) poseen el 

plasmón muy desplazado hacia NIR implica que las semillas formadas son de un 

gran tamaño y se descarta trabajar con ellas. En contraste, la muestra a 1 mM 

(Fig. 3.2d) posee un plasmón menor a las 800 nm lo que implica semillas de 

menor tamaño que originarán prismas muy pequeños y que dificulta su posterior 

purificación. Esto junto con que la absorbancia del plasmón a 530 nm es 

levemente mayor al plasmón en el NIR, lo cual sugiere que la concentración de 

esferas es mayor a la de semillas para prismas, fue utilizado como parámetros 
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para descartar esta muestra. Ya que la muestra a 0,625 mM de Na2S2O3 posee un 

plasmón con una adecuada longitud de onda y que además su absorbancia es 

mayor que la presentada por el plasmón a 530 nm es que se seleccionó esta 

concentración para los análisis posteriores (Fig. 3.2d). 

A

 

B 

 

C 

 

D 

 
Figura 3.2 Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCl4 (2 mM) reducido con A) 0,25; B) 0,5; C) 0,625 y D) 1 
mM de tiosulfato. El crecimiento de las semillas fue evaluado en el tiempo (0-80 min) a 20°C. Previo a la 
adición de tiosulfato, la solución de oro fue medida (0’ min). 

 

3.1.3 Segunda adición de Na2S2O3 y formación de NPrO 
 

De acuerdo con los experimentos anteriormente analizados, el tiempo es un 

factor determinante en donde se localizará el plasmón a tiempo final. Además, ya 

que la segunda adición de Na2S2O3 permite dar la forma del prisma a las semillas 

y terminar la reacción es que se procedió a evaluar el tiempo al cual se adiciona el 

segundo volumen de Na2S2O3. Como se observa en la figura 3.3, las muestras a 
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los tiempos de 8 min (Fig. 3.3a), 9 min (Fig. 3.3b) y 10 min (Fig. 3.3c) de adición 

de tiosulfato presentan un plasmón final a una longitud de onda en el infrarrojo 

bastante similar. La muestra a la cual se adicionó el segundo volumen de tiosulfato 

a los 15 min presenta un plasmón sobre los 1000 nm, lo cual según la literatura 

son prismas que poseen un largo de arista mayor a los 100 nm lo que podría 

dificultar su utilización en aplicaciones en biomedicina.  

A 

 

B 

 
C 

 

D 

 
Figura 3.3 Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCl4 2 mM reducido con tiosulfato de sodio 0,625 mM (x2). 
La segunda adición se realizó a los 8 (A), 9 (B), 10 (C), y 15 (D) minutos luego de la primera adición. 

 

Además, estas tres muestras (8, 9 y 10 min) fueron evaluadas mediante 

TEM para determinar el tamaño de los NPrO y la presencia de nanoesferas de oro 

(NeO) (Fig. 3.4).  
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A 

 

B 

 
C 

 

D 

 
E 

 

F 

 
Figura 3.4 Imágenes TEM representativos de nanoprismas de oro sintetizados a distintos tiempos: 8 (A y B), 9 
(C y D), y 10 (E y F) minutos.  
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Aun cuando las tres muestras presentan plasmones medianamente 

cercanos en valor, las muestras obtenidas a los 8 y 10 min exhiben una población 

de prismas de gran tamaño donde incluso se pueden encontrar algunos tan 

grandes como de 150 nm de largo de arista. Por otro lado, la muestra a los 9 

minutos posee un tamaño de población entre los 50 a 80 nm, lo cual se 

correlaciona con un plasmón de longitud de onda más bajo que el resto de las 

muestras. De esta forma, considerando la relación entre el plasmón y el tamaño 

de los nanoprismas obtenido por TEM es que se seleccionó el tiempo de 9 

minutos como el apropiado para la síntesis de los NPrO. 

 

3.1.4 Volumen de la segunda adición 
 

Una vez determinados los parámetros necesarios para la síntesis de NPrO 

en las secciones anteriores, se procedió a determinar si la variación en el volumen 

de la segunda adición de tiosulfato posee alguna influencia sobre la síntesis de 

NPrO. En la sección anterior, se utilizó una razón en volumen de 1:1.2:0.2 para 

HAuCl4:Na2S2O3(x1):Na2S2O3(x2), por lo cual se evalúo el doble (1:1.2:0.4) y la 

mitad (1:1.2:0.1) de volumen en la segunda adición. La figura 3.5 muestra los 

espectros obtenidos para ambas muestras, en el cual al aumentar al doble el 

volumen de la segunda adición de tiosulfato se producen NPrO con un plasmón de 

menor longitud de onda (Fig. 3.5a) comparado a la situación control observada en 

la figura 3.3b. Al contrario, al disminuir el volumen a la mitad (Fig. 3.5b) se 

producen NPrO con un plasmón mayor al control. Este resultado demuestra que el 
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plasmón y por ende el tamaño de los NPrO es sensible a los volúmenes de 

tiosulfato usados.  

A

 

B 

 
Figura 3.5 Espectros Vis-NIR de nanoprismas de oro sintetizados con diferentes volúmenes de tiosulfato en la 
segunda adición. A) Razón de volumen 1:1.2.0.4, y B) razón de volumen 1:1.2:0.1. 

 

De esta forma, considerando todos los resultados obtenidos se fijaron los 

siguientes parámetros para la síntesis de NPrO de ~60 nm de largo de arista y 840 

nm de plasmón: 

- Solución HAuCl4 2 mM y Na2S2O3 0.625 mM 

- Relación de volúmenes de 1,0:1,2:0,2  

- Tiempo de 9 minutos entre primera y segunda adición 

 

3.1.5 Cinéticas de formación de NPrO a distintas temperaturas 
 

La síntesis de NPrO posee como desventaja la contaminación con un 

producto secundario en la formación de los NPrO, que son las NeO. Debido a la 

forma que estas últimas poseen, es más sencilla su generación ya que sólo 

implica la generación de núcleos de oro los cuales se van agregando o van 
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creciendo por la reducción de oro, mientras que en el caso de los prismas se 

requiere del bloqueo de ciertas caras (1,1,1) lo cual permite la generación de la 

forma de prisma92, 93. Debido a esto, es que en literatura se ha descrito que en la 

síntesis de NPrO se puede disminuir el grado de contaminación con NeO 

mediante la modificación de la temperatura de reacción94. De esta forma, se 

evaluó la síntesis de NPrO a cuatro temperaturas distintas mediante 

espectrofotometría visible-IR durante dos horas. Este experimento se realizó a 

15°C (Fig. 3.6a), 20°C (Fig. 3.6b), 27°C (Fig. 3.6c) y a 50°C (Fig. 3.6d) en el cual 

se observaron varios fenómenos con respecto a la formación de los NPrO. 

Conforme se aumenta la temperatura, la reacción de síntesis es mucho más 

rápida la cual se observa por la aparición de ambos plasmones a menores tiempos 

lográndose también una estabilización de estos. Además, la longitud de onda del 

plasmón final está más desplazado hacia el rojo (900 nm a 15°C) y conforme se 

aumenta la temperatura de reacción se observa un desplazamiento hacia el azul, 

siendo las muestra a 27°C y 50°C las que poseen el menor plasmón (764 y 767 

nm, respectivamente). Otro fenómeno que se observa es que al aumentar la 

temperatura, el plasmón correspondiente a los NPrO empieza a disminuir en 

intensidad y, por el contrario, el plasmón de las NeO empieza a aumentar. Esto se 

observa de forma más clara al obtener la razón de intensidad de ambos 

plasmones, siendo de 1,48 a 15°C y 0,65 a 50°C, lo cual daría cuenta que el 

aumento de la temperatura promueve la formación de más NeO por sobre NPrO. 
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Figura 3.6 Ensayo cinético de formación NPrO a distintas temperaturas. El seguimiento se realizó mediante 
espectrofotometría Visible-IR y las mediciones se realizaron cada 15 segundos (se muestran los tiempos más 
representativos). El plasmón que se desplaza en el IR corresponde a los NPrO mientras el que está a 530 nm 
corresponde a las NeO. A, 15°C. B, 20°C. C, 27°C. D, 50°C.  

 

 Además, cada muestra a tiempo final se evaluó mediante STEM para 

determinar el tamaño de los NPrO y de las NeO obtenidas. Como se observa en la 

figura 3.7, conforme se incrementa la temperatura de reacción el tamaño promedio 

de los NPrO disminuye, y va desde los 71 ± 22 nm (a 15°C) a los 40 ± 13 (a 50°C), 

resultado que se condice con lo observado por espectrofotometría y el valor final 

del plasmón, mientras que el tamaño de las NeO se mantiene constante a 

aproximadamente 20 nm. Además, se realizó un conteo de NPO para determinar 
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la población de cada especie, las que se mantuvieron constantes independiente 

de las temperaturas analizada: ~70% para NPrO y ~30% para NeO. 
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Figura 3.7 Caracterización a tiempo final de la síntesis de NPrO a distintas temperaturas mediante STEM, 
tamaño del largo de arista de los NPrO y diámetro de las NeO formadas a: 15°C (A, B, C), 20°C (D, E, F), 
27°C (G, H, I) y 50°C (J, K, L). Las imágenes son representativas de cada síntesis y los histogramas 
corresponden a un análisis de 1000 NPO en total.   

 

Luego de 24 horas, las muestras fueron nuevamente analizadas mediante 

espectrofotometría y no se observó modificación alguna ya sea en el plasmón o en 

la intensidad de estos (Fig. 3.8). Cada uno de los parámetros de la caracterización 

de la síntesis a las distintas temperaturas analizadas se resume en la tabla 3.1.   
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Figura 3.8 Resumen de espectro Visible-IR del producto final de cada cinética de formación de NPrO a las 
diferentes temperaturas analizadas luego de 24 horas.  
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Tabla 3.1 Resumen de caracterización de cada cinética de formación de NPrO para cada temperatura. 

Síntesis a: 
Plasmón 

(nm) 
Razón 

IR/visible 

Tamaño 
NPrO (nm) 

Población 
NPrO 

Tamaño 
NeO (nm) 

Población 
NeO 

15°C 894 1.48 71 ± 22  30% 23 ± 5  70% 

20°C 845 1.2 56 ± 21  31% 20 ± 5  69% 

27°C 765 0.99 41 ± 15  31% 17 ± 4  69% 

50°C 767 0.65 40 ± 13  29% 24 ± 7 71% 

 

 

3.1.6 Caracterización de los Nanoprismas de Oro (NPrO) obtenidos 
 

A continuación, se evaluó la reproducibilidad de la síntesis de NPrO bajo los 

parámetros obtenidos en la caracterización previamente realizada (Fig. 3.9). La 

síntesis se realizó por triplicado y se registró el espectro de absorbancia Visible-IR 

donde se observan los dos plasmones característicos de una muestra de NPrO 

(Fig. 3.9). Las tres muestras exhiben una alta reproducibilidad en el primer 

plasmón a 840 nm y el segundo plasmón a 530 nm, el cual corresponde a NeO y a 

la banda del plasmón transversal de los NPrO. En la figura 3.9b, se observa una 

imagen STEM representativa para estas muestras con la presencia de NPrO y de 

una gran cantidad de NeO, que corresponden a un subproducto de esta síntesis.  

    

Figura 3.9 Síntesis de NPrO. A, espectro Visible-IR de tres síntesis distintas en las cuales se obtiene un 
plasmón a 840 nm. B, imagen TEM representativa de una de las síntesis. Se observa la presencia tanto de 
NPrO como de NeO.  
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 Además, estas muestras se caracterizaron mediante el diámetro 

hidrodinámico (DLS por sus siglas en inglés). La distribución de tamaño se analizó 

utilizando el parámetro de intensidad donde se observa la presencia de dos 

poblaciones para estas muestras (Fig. 3.10): una de 58 ± 3 nm y otra de 4 ± 1 nm.  

 

Figura 3.10 Distribución de tamaños determinado mediante DLS para NPrO obtenidos de la síntesis (n=3, 
muestras independientes).  

 

Finalmente, se evaluó el potencial ζ de estas muestras, el cual es una 

medida indirecta de la carga superficial de las NPO, a través de la movilidad 

electroforética de las NPO entre los polos de la cubeta. Como se observa en a 

figura 3.11, las muestras presentan un potencial ζ de -40 ± 1 mV, valor que se 

condice con la presencia del agente reductor y estabilizante utilizado, tiosulfato de 

sodio, el cual presenta carga negativa. 
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Figura 3.11 Distribución de cargas determinado mediante el potencial zeta para NPrO obtenidos de la síntesis 
(n=3, muestras independientes). 

 

Tanto los valores del plasmón, DLS como de potencial ζ serán de gran 

ayuda en el seguimiento de las siguientes etapas de funcionalización, ya que al 

reemplazar el tiosulfato de sodio de la superficie del NPrO se traducirá en una 

variación del valor de estos parámetros y darán cuenta de la correcta 

funcionalización de nuestra muestra.    

 

3.2 Obtención y caracterización de NPrO con PEG 
 

 Ya que esta síntesis genera una alta contaminación con NeO es que se 

procedió a enriquecer la muestra con NPrO. Para llevar a cabo esto, primeramente 

las muestras fueron funcionalizadas con HS-PEG-COOH (PEG) el cual cumple 

una doble función: por un lado, la conjugación con PEG es uno de los agentes 

más usados en la funcionalización de nanopartículas por su alta biocompatibilidad 

para futuras aplicaciones en sistemas biológicos, y por otro lado, las moléculas de 

PEG confieren estabilidad a los NPrO (Pelaz y cols., 2012,B) ya que estos son 
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sensibles a cambios en el solvente y tienden fácilmente a agregar. De esta forma, 

el PEG desplaza al tiosulfato de sodio rodeando a los NPO y promoviendo un 

efecto estérico que disminuye la interacción interpartícula que evitar su posterior 

agregación. Junto con esto, cabe mencionar que el proceso de enriquecimiento de 

los NPrO está basado en un método de centrifugación diferencial, por lo cual 

necesitamos NPrO lo suficientemente estables para soportar las diversas 

centrifugaciones y el cambio de solvente, que en este caso será agua el utilizado 

como agente redispersante.  

 

3.2.1 Enriquecimiento de NPrO mediante funcionalización con PEG y 

centrifugación diferencial 
 

Primero, la muestra obtenida de la síntesis se funcionalizó con PEG y a 

continuación se centrifugó a diversas velocidades de forma decreciente: 5900 g 

(NPrO PEG P1), 3300 g (NPrO PEG P2), 1500 g (NPrO PEG P3), 400 g (NPrO 

PEG P4). Entre cada centrifugación, la pella obtenida fue resuspendida en agua 

Milli-Q y el sobrenadante descartado. De esta forma, después de cada 

centrifugación se obtuvo una pella rica en NPrO mientras que las NeO, que son 

más livianas, se quedan en el sobrenadante.   

En la figura 3.12 se registró el espectro de absorbancia de la muestra luego 

de cada centrifugación. Se observa que el plasmón sufre un desplazamiento 

batocrómico conforme se avanza en las centrifugaciones realizadas, desde 840 

nm para los NPrO desnudos a 905 nm para los NPrO PEG P4, lo cual daría 

cuenta de la presencia de NPrO de mayor tamaño. Además, se observa una 
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disminución en la intensidad del plasmón correspondiente a las NeO, lo queda 

más claro al calcular la razón de intensidades plasmón IR/plasmón visible que va 

desde 1,3 a 2,3. Esta variación implicaría que la población de NeO presentes en la 

muestra disminuye gracias a este procedimiento.  
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Figura 3.12 Espectro Visible-IR para cada etapa de la centrifugación diferencial. La pella obtenida luego de 
cada centrifugación fue resuspendida en agua Milli-Q y medida su absorbancia. 5900 g (A, B, C), 3300 g (D, 
E, F), 1500 g (G, H, I) y 400 g (J, K, L). 

 

Adicionalmente, la pella obtenida de cada una de las centrifugaciones fue 

caracterizada mediante TEM. Como se muestra en a figura 3.13 hay un 

incremento en la presencia de NPrO con cada centrifugación. Al calcular el 

número de NPO presentes se observa un incremento de la población de NPrO 

desde un 42% (NPrO PEG P1) a 58% (NPrO PEG P4). Además, el tamaño de las 

NPO fue determinado mediante histogramas realizados de las imágenes TEM. 

Mientras los NPrO aumentan en tamaño las NeO, presentes aún en la muestra, se 

mantienen contantes en su diámetro promedio. De esta forma, se logra enriquecer 

la muestra con NPrO aumentando a casi el doble la población de estos con 

respecto a la muestra inicial de NPrO desnudos. En la tabla 3.2 se resume la 

caracterización de cada una de las etapas de la centrifugación diferencial.  
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Figura 3.13 Caracterización de la muestra mediante TEM, tamaño del largo de arista de los NPrO y diámetro 
de las NeO luego de cada centrifugación a: 5900 g (A, B, C), 3300 g (D, E, F), 1500 g (G, H, I) y 400 g (J, K, 
L). Las imágenes TEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un análisis de 
1000 NPO en total. 

 

  A continuación, se realizó una segunda tanda de centrifugaciones con el fin 

de enriquecer aún más la población de NPrO presentes en la muestra. En esta 

etapa se procedió a realizar dos centrifugaciones a 3300 g (Fig. 3.14). Mediante 

espectrofotometría Visible-IR se observa una disminución de la intensidad del 

plasmón correspondiente a las NeO con ambas centrifugaciones, incrementando 

la razón plasmón IR/plasmón Vis de 2,3 a 2,8 lo que daría cuenta de una 

disminución en la población de NeO presentes en la muestra.   
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Figura 3.14 Caracterización de NPrO obtenidos luego de la quinta (NPrO PEG P5) y sexta centrifugación 
(NPrO PEG P6) mediante espectrofotometría Visible-IR.   
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 Como era de esperarse, al observar las muestras mediante TEM el número 

de NPrO presentes en la muestra es mucho mayor con cada nueva centrifugación 

NPrO PEG P5 (70%) NPrO PEG P6 (79%) (Fig. 3.15). El tamaño de los NPrO en 

ambas centrifugaciones aumenta en 10 nm con respecto a la cuarta centrifugación 

mientras que el diámetro de las NeO vuelve a mantenerse relativamente 

constante. De esta manera, gracias a la segunda etapa de centrifugación se logró 

aumentar aún más la población de NPrO obteniendo un incremento de NPrO del 

30 al 79% para el proceso completo. La caracterización, comparación y 

seguimiento de cada uno de los parámetros analizados se resume en la tabla 3.2. 
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Figura 3.15 Caracterización de la muestra mediante TEM, tamaño del largo de arista de los NPrO y diámetro 
de las NeO luego de ambas centrifugación a 3300 g: NPrO PEG P5 (A, B, C) y NPrO PEG P6 (D, E, F). Las 
imágenes son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un análisis de 1000 NPO en 
total.   
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Tabla 3.2 Tabla resumen de la caracterización de cada una de las etapas de centrifugación.  

 P1 P2 P3 P4 P5 P6 

Plasmón 861 nm 864 nm 873 nm 905 nm 896 nm 885 nm 

Razón 
IR/Visible 1,3 1,4 1,6 2,3 2,3 2,8 

Tamaño TEM 
(NPrO) 47 ± 17 nm 44 ± 20 nm 47 ± 22 nm 50 ± 24 nm 62 ± 23 nm 60 ± 23 nm 

Tamaño TEM 
(NeO) 22 ± 4 nm 23 ± 4 nm 23 ± 4 nm 27 ± 4 nm 26 ± 4 nm 26 ± 4 nm 

Población NPrO 42% 54% 56% 58% 70% 79% 

Población NeO 58% 46% 44% 42% 30% 21% 

 

Adicionalmente, se caracterizó el potencial ζ y el diámetro hidrodinámico de 

la muestra enriquecida en NPrO. El valor del potencial ζ fue de -37 ± 1 mV (Fig. 

3.16), valor que se condice con la presencia del grupo carboxilo del PEG que 

aporta la carga negativa a la muestra medida a pH 5,5. Este valor es bastante 

similar al obtenido por la síntesis inicial (- 40 ± 1 mV), lo que es esperable ya que 

hay un desplazamiento del tiosulfato que posee carga negativa y que rodea los 

NPrO por PEG que también posee una carga negativa. Por otro lado, mediante 

DLS el diámetro hidrodinámico de la muestra mostró dos picos de población: uno 

de 69 ± 1 nm y otro de 8 ± 1 nm (Fig. 3.17), siendo el primer pico correspondiente 

al largo de arista de los prismas mientras que el segundo pico correspondería al 

ancho de estos. En este sentido, ambos valores aumentan con respecto a la 

síntesis inicial (58 ± 3 nm y otra de 4 ± 1 nm), lo cual también da cuenta del 

aumento de tamaño de los NPrO debido a la presencia del PEG sobre la superficie 

de estos.   
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Figura 3.16 Distribución de cargas determinado mediante potencial zeta para NPrO PEG P6 (n=3, muestras 
independientes). 

 

 

Figura 3.17 Distribución de tamaños determinado mediante DLS para NPrO PEG P6 (n=3, muestras 
independientes).  

 

3.2.2 Segunda funcionalización de NPrO con HS-PEG-COOH 

 

Ya que parte del PEG utilizado en la funcionalización de la muestra también 

funcionalizó las NeO, es que se procedió a una segunda funcionalización de la 

muestra con PEG para asegurarnos de que toda la superficie del NPrO estuviera 

recubierta (NPrO PEGx2). A continuación, esta muestra se caracterizó mediante 
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espectrofotometría, TEM, SEM, potencial ζ y DLS. Como se observa en la figura 

3.18a, el plasmón correspondiente a los NPrO se desplazó levemente hacia el 

azul y, además, la intensidad del plasmón a 530 nm disminuyó lo cual sugeriría 

que la población de NPrO presentes en la muestra aumentó. De la imágenes SEM 

y TEM (Fig. 3.18b, e), se observa que tanto tamaño de ambas NPO como el valor 

estimado de sus poblaciones no se vieron mayormente modificados con respecto 

a los valores obtenidos en el paso anterior (Fig. 3.18 d, e). Adicionalmente, de las 

imágenes SEM se calculó el ancho del PEG que rodea cada NPrO obteniéndose 

un valor de 12 ± 2 nm el cual se correlaciona con lo reportado en literatura para 

este tipo de PEG de 5000 g/mol (Fig. 3.18 f).  En la tabla 3.3 se comparan estos 

parámetros de las principales muestras: NPrO desnudos, NPrO PEG P6 y los 

NPrO PEGx2.  

 

 

 

 

 



74 
 

                                        A 

L o n g itu d  d e  o n d a  (n m )

A
b

s
o

rb
a

n
c

ia
 (

U
A

)

4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0 N P r O  d e s n u d o s

N P r O  P E G  P 6

N P r O  P E G x 2

 

 

C 
 

L a r g o  a r is ta  N P r O  (n m )

%
 d

e
 N

P
rO

0 5 0 1 0 0 1 5 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

 
 
 
 
 
 

D 
 

   
D iá m e tro  d e  N e O

%
 d

e
 N

e
O

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

 

 

 

 

F 
 

A n c h o  d e  P E G  (n m )

%
 d

e
 N

P
rO

6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8

0

2 0

4 0

6 0

 
 
 

Figura 3.18 Caracterización de 
NPrO obtenidos después de la 
segunda funcionalización con 
PEG. A, espectro Visible-IR 
comparativo entre diversas 
etapas de la funcionalización. 
B, Imagen TEM de la muestra 
obtenida luego de la segunda 
funcionalización. C, Histograma 
de tamaño para NPrO. D, 
Histograma de tamaño para las 
NeO que contaminan la 
muestra. E, Imagen SEM de los 
NPrO. F, Histograma de 
tamaño para el PEG que rodea 
los NPrO obtenido de las 
imágenes de SEM. Las 
imágenes TEM y SEM son 
representativas de cada etapa y 
los histogramas corresponden a 
un análisis de 1000 NPO en 
total.   

 

Aun cuando los parámetros anteriores se mantuvieron casi sin 

modificaciones con respecto al paso anterior, la caracterización mediante potencial 

ζ y DLS si mostró cambios en las propiedades fisicoquímicas para la muestra 

B 
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NPrO PEGx2. Esta muestra presentó una disminución del valor absoluto potencial 

ζ de -51 ± 1 mV (Fig. 3.19), es decir, se hizo más negativo este valor lo cual es un 

indicador de que hay un aumento de carga negativa sobre la superficie de los 

NPrO que está dado por la presencia de una mayor cantidad de grupos 

carboxílicos, provenientes del PEG, sobre la superficie de estos. Por otro lado, el 

diámetro hidrodinámico de esta muestra también aumento a 77 ± 3 nm (Fig. 3.20), 

lo cual también se condice con la presencia de una mayor cantidad de PEG sobre 

la superficie de los NPrO. De esta forma, se concluye que la segunda etapa de 

funcionalización permitió aumentar la cantidad de PEG sobre la superficie del 

nanosistema final. La comparación completa de los tres sistemas: NPrO desnudo, 

NPrO PEG P6 y NPrO PEGx2 se muestra en la tabla resumen 3.3.   

 

 

Figura 3.19. Distribución de cargas determinado mediante potencial zeta para NPrO PEGx2 (n=3, muestras 
independientes).  
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Figura 3.20 Distribución de tamaños determinado mediante DLS para NPrO PEGx2 (n=3, muestras 
independientes).  

 

Tabla 3.3 Caracterización fisicoquímica antes de funcionalización de NPrO con PEG (NPrO desnudos), 
después de la primera funcionalización con PEG (NPrO PEG P6) y después de la segunda funcionalización 
con PEG (NPrO PEGx2).  

 
NPrO 

desnudos 
NPrO PEG P6 NPrO PEGx2 

Plasmón 845nm 885 nm 877 nm 

Razón IR/Visible 1,2 2,8 3,1 

Tamaño TEM (NPrO) 56 ± 21 nm 60 ± 23 nm 63 ± 24 nm 

Población NPrO 30% 79% 80% 

Tamaño TEM (NeO) 20 ± 5 nm 26 ± 4 nm 27 ± 4 nm 

Población NeO 70% 21% 20% 

DLS (primer pico) 58 ± 3 nm 69 ± 1 nm 77 ± 3 

Potencial ζ -40 ± 1 mV -37 ± 1 mV -51 ± 1 

 

3.3 Síntesis de NeO 
 

La síntesis de NeO se realizó mediante una modificación del método de 

Turkevich en base a la cual se varió la concentración de citrato en la reacción para 

así obtener NeO de un diámetro cercano a 40 nm95. Este tamaño de NPO posee 

un área superficial similar a la de los NPrO, por lo que permite realizar una 

comparación adecuada de la forma de ambas NPO manteniendo el resto de los 

parámetros fisicoquímicos constantes. De esta forma al tener dos nanosistemas 
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que difieran solamente en la forma de la NPO, cualquier efecto que se pueda 

observar en los siguientes objetivos de esta tesis es atribuible solamente a esta 

variable.  

Las NeO desnudas obtenidas de la síntesis fueron caracterizadas mediante 

espectrofotometría Vis-IR, STEM, DLS y potencial ζ. Como se observa en la figura 

3.21a, las NeO desnudas poseen un plasmón a 530 nm el cual está descrito en 

literatura que corresponde a NeO de un diámetro aproximado de 40 nm. Para 

corroborar el tamaño se visualizó la muestra por STEM (Fig. 3.21b) donde se 

puede observar la forma esférica y en algunos casos se observa una forma 

levemente como si fuesen un grano de arroz, lo cual también se ha descrito para 

este tamaño de esferas. De las imágenes STEM se realizó un análisis del 

histograma de tamaño obteniéndose un diámetro promedio de 41 ± 6 nm (Fig. 

3.21c), tamaño que se condice con lo observado por espectrofotometría.  
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Figura 3.21 Caracterización de NeO desnudas. A, espectro Visible-IR. B, Imagen TEM representativa de la 
muestra. C, Histograma de tamaño para NeO (se consideraron 1000 NeO para el análisis).  

 

Las NeO desnudas también se caracterizaron mediante el diámetro 

hidrodinámico que presenta la muestra en solución. Al observar el espectro por 
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DLS se visualizan dos picos característicos: 65 ± 3 nm y 3,3 ± 0,1 nm (Fig. 3.22). 

Cabe destacar, que el tamaño de las NeO desnudas mediante DLS es mayor ya 

que el obtenido por TEM ya que se encuentran en solución. La aparición de un 

segundo pico en el espectro de DLS es algo característico para NPO 

anisotrópicas, y en este caso ya que las NeO no son completamente esféricas es 

esperable observar este segundo pico96. Con respecto al potencial ζ, se determinó 

que la carga superficial de la muestra es de -39 ± 3 mV (Fig. 3.23), cuyo valor 

negativo corresponde a que las NeO desnudas están rodeadas por el agente 

reductor/estabilizante citrato, el cual al pH del análisis (5,5) posee una carga 

negativa. 

 

Figura 3.22 Distribución de tamaños determinado mediante DLS para NeO desnudas (n=3, muestras 
independientes).  
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Figura 3.23 Distribución de cargas determinado mediante potencial ζ para NeO desnudas (n=3 muestras 
independientes). 

 

3.4 Funcionalización de NeO desnudas con PEG 
 

A continuación, se procedió a funcionalizar las NeO desnudas con el agente 

estabilizante PEG (NeO PEG). Al igual que los NPrO, si se cambia el solvente 

donde se produce la síntesis de las NeO, citrato, estas se vuelven muy inestables 

y tienden a agregar. Luego de funcionalizarlas, se caracterizaron mediante 

espectrofotometría obteniendo un plasmón a 532 nm (Fig. 3.24a), el cual es 

ligeramente mayor que el de las NeO desnudas y que por lo tanto permite sugerir 

que las NeO se encuentran rodeadas de PEG. Al analizar la muestra mediante 

SEM y TEM es posible observar las NeO con el halo de PEG característico que las 

rodea (Fig. 3.24 b, d). De las imágenes TEM se determinó el diámetro promedio 

de las NeO el cual fue de 43 ± 6 nm (Fig. 3.24d), valor bastante similar al de las 

NeO desnudas, mientras que de las imágenes SEM se calculó el ancho promedio 

del PEG el que fue de 12 ± 1 nm, valor prácticamente idéntico al obtenido para los 

NPrO.  



80 
 

                                      A 

L o n g itu d  d e  o n d a  (n m )
A

b
s

o
rb

a
n

c
ia

 (
U

A
)

4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

N e O  P E G

N e O  d e s n u d a s

 

 

C 

D iá m e tr o  (n m )

%
 d

e
 N

e
O

 4
0

 n
m

2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

 

 

E 

A n c h o  d e  P E G  (n m )

%
 d

e
 N

e
O

6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8

0

1 0

2 0

3 0

4 0

 

Figura 3.24 Caracterización de NeO funcionalizadas con PEG. A, espectro visible-IR. B, Imagen TEM de la 
muestra. C, Histograma de tamaño para NeO. C, Imagen SEM de NeO. D, Histograma de tamaño para PEG. 
Las imágenes TEM y SEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un análisis 
de 1000 NPO en total.   

 

 

 Finalmente, NeO PEG fueron caracterizadas mediante el DLS y potencial ζ. 

El espectro DLS muestra nuevamente dos picos correspondientes a poblaciones 
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de dos tamaños: 75 ± 1 nm y 8,1 ± 0,2 nm (Fig. 3.25). Como era de esperarse, 

ambos picos aumentaron su valor con respecto a las NeO desnudas lo que da 

cuenta de la presencia de PEG sobre la superficie de la NeO incrementando su 

diámetro hidrodinámico. Por otro lado, el valor del potencial ζ fue de -55 ± 1 mV 

(Fig. 3.26), el cual es un valor más negativo que el de las NeO desnudas y que se 

condice con la presencia de más grupos carboxílicos del PEG, y por ende, de una 

mayor carga negativa ya que estos se encuentran desprotonados al pH de la 

medición, 5,5. De esta forma, gracias a las variaciones fisicoquímicas que 

presenta esta muestra se puede corroborar la funcionalización de las NeO. En la 

tabla 3.4 se muestra el resumen y al comparación de las variables fisicoquímicas 

analizadas tanto para las NeO desnudas como NeO PEG.   

 

Figura 3.25 Distribución de tamaños determinado mediante DLS para NeO desnudas (n=3, muestras 
independientes). 
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Figura 3.26 Distribución de cargas determinado mediante potencial zeta para NeO PEG (n=3, muestras 
independientes).  

 

 

Tabla 3.4 Caracterización fisicoquímica antes y después de funcionalización de NeO con PEG. 

 NeO desnudos 
 

NeO PEG 

Plasmón  530 nm 532 nm 

Tamaño TEM 41 ± 6 nm 43 ± 6 nm 

DLS (primer pico) 65 ± 3 nm 75 ± 1 nm 

Potencial ζ -39 ± 3 mV -55 ± 1 mV 
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Capítulo 4: Evaluación del efecto de la curvatura de NPO sobre la 

cinética de agregación del péptido Aβ 
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4.1 Purificación del péptido Aβ42 sintético 

 

 Como antes se mencionó, el mecanismo de agregación de Aβ42 se ve 

acelerado debido a que la superficie de los agregados ya formados cataliza la 

formación de nuevos agregados. Es por esto, que para obtener cinéticas 

reproducibles se purificó el péptido Aβ42 para evitar la presencia de estos 

pequeños agregados y que por lo tanto pudieran alterar el proceso de agregación. 

De esta forma, se asegura que los experimentos son realizados solamente con la 

forma monomérica del péptido Aβ42. El sistema de purificación utilizado fue 

mediante una columna de exclusión molecular HiLoad Superdex 75 la cual se 

encuentra a un temperatura de 4°C, temperatura a la cual se enlentece el proceso 

de agregación para así evitar la formación de pequeños agregados mientras la 

muestra pasa por la columna. Como se observa en la figura 4.1, el primer pico 

cromatográfico a los 54 mL, corresponde a pequeños agregados del péptido Aβ42 

que están aún presentes en la solución. Por otro lado, a los 75 mL comienza a 

aparecer el pico correspondiente al monómero del péptido Aβ42. Una vez 

recuperado el monómero purificado este se mantuvo a 4°C en un tubo eppendorf 

low binding para evitar la formación de pequeños agregados antes de comenzar el 

ensayo cinético. El seguimiento de los cromatogramas se realizó a tres longitudes 

de onda diferentes: 280 nm, 220, y 214 nm. El incremento de la absorbancia a 

volúmenes por sobre 110 ml corresponde a especies pequeñas como tiocianato 

de guanidinio.  
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Figura 4.1 Cromatograma representativo del péptido Aβ42 sintético obtenido por purificación con exclusión 
molecular y HPLC. El pico correspondiente a la forma monomérica de Aβ42 se indica por la flecha. El 
seguimiento de la purificación fue mediante absorbancia a UV a 280, 220 y 214 nm.  

 

4.2 Estandarización de las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 
 

 Ya que se requiere que las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 sean 

reproducibles para así poder determinar el efecto de las NPO sobre éstas, se 

evaluaron parámetros claves de estas cinéticas. El seguimiento de las cinéticas de 

agregación se realizó mediante el uso de la sonda fluorescente Tioflavina T (ThT), 

la cual aumenta su fluorescencia al unirse a estructuras β como es el caso de la 

forma agregada del péptido Aβ4297. Lo primero que se evaluó fue que la 

concentración de ThT no alterará las cinéticas de agregación, por lo cual se 

analizaron diferentes concentraciones de esta. En la figura 4.2, se muestran las 

cinéticas de agregación a un concentración constante de 2 µM de Aβ42 

monomérico realizadas con concentraciones de ThT entre 0,25 hasta 20 µM. Se 

observa que conforme se aumenta la concentración de ThT se incrementa la 
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intensidad de fluorescencia para cada una de las cinéticas (Fig. 4.2a). Sin 

embargo, al normalizar los valores de fluorescencia con respecto al máximo de 

fluorescencia obtenido en el plateau (Fig. 4.2b), se observa que todas las cinéticas 

se superponen, lo que implica que la ThT no altera las cinéticas de Aβ42 en este 

rango de concentración.  

A 

 
B 

 
Figura 4.2 Ensayo de cinética de agregación con distintas concentraciones de ThT. A, se analizaron siete 
concentraciones diferentes de ThT: 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10 y 20 µM. B, normalización de las cinéticas obtenidas 
en A. (n=2, muestras independientes). 

 

 Como se mencionó en la introducción, al incrementar la concentración 

inicial del péptido Aβ42 en el ensayo, se incrementa su velocidad de agregación y 
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el tiempo de vida medio (t1/2) de cada cinética, que corresponde al tiempo en el 

cual se obtiene el 50% de fluorescencia entre la fase lag y plateau para cada 

cinética, disminuye74, 79, 98. Sin embargo, este proceso llega a un punto de 

saturación en el cual se obtiene la misma velocidad independiente de la 

concentración inicial del péptido Aβ4299, 100. Ya que el proceso de agregación del 

péptido Aβ42 posee un mecanismo de agregación principalmente comandado por 

la nucleación secundaria, en el cual la superficie de las fibras participa como 

catalizador del proceso de agregación99, 100, cuando el sistema está saturado es 

porque todas las fibras de Aβ42 presentes tienen ocupada toda su superficie y por 

ende no hay más espacios disponibles donde catalizar la formación de nuevos 

agregados. Esto se traduce en que el proceso de agregación se hace 

independiente de la concentración de monómero inicial. Es así como se requiere 

determinar cuáles son las concentraciones óptimas de Aβ42 para evaluar el efecto 

de las NPO sobre el mecanismo de agregación y no sobre procesos extras como 

es el de saturación.  

Para determinar el rango de concentraciones en el cual el monómero 

purificado presenta el comportamiento de agregación mediante nucleación 

secundaria, se procedió a realizar un ensayo de agregación utilizando 

concentraciones iniciales del monómero entre 1 µM y 25 µM (Fig. 4.3). Se observa 

que conforme se aumenta la concentración inicial de monómero aumenta la 

intensidad máxima de fluorescencia (Fig. 4.3a), y además, la velocidad de 

agregación es mucho mayor la cual está dada porque la aparición de las cinéticas 

ocurre cada vez a menores tiempos.  
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Al normalizar cada cinética con respecto al máximo de fluorescencia 

obtenida en el plateau (Fig. 4.3c), se observa que a mayor concentración inicial del 

monómero de Aβ42 se produce una superposición de las cinéticas. Esto es más 

evidente al observar la figura 4.3b, el cual representa un gráfico del doble 

logaritmo de la vida media y la concentración inicial de monómero. Mediante este 

análisis se observa claramente que a concentraciones mayores de 8 µM de Aβ42 

se obtiene el mismo valor de vida media, lo cual es un indicador de que el proceso 

de agregación se encuentra saturado y por ende hay una etapa adicional además 

de la nucleación secundaria. Por lo tanto, los análisis cinéticos posteriores se 

realizaron utilizando solamente hasta 8 µM de Aβ42 inicial.  
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Figura 4.3 Cinética de agregación péptido Aβ42. 
A, cinética realizada a distintas concentraciones 
entre 1 a 25 µM. B, gráfico de doble logaritmo 
para el tiempo medio (t1/2) versus la 
concentración inicial de monómero (m0). C, 
normalización de las cinéticas obtenidas en A. 
(n=2, muestras independientes).  
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 Para analizar el efecto de la curvatura de las NPO sobre el mecanismo de 

agregación de Aβ42, las cinéticas de agregación fueron monitoreadas con ThT en 

presencia o ausencia de NPO. Los ensayos fueron realizados por triplicado para 

cada una de las siguientes concentraciones iniciales del monómero de Aβ42: 2; 

2,5; 3; 4; 6,5 y 8 µM. Estas cinéticas fueron ajustadas globalmente con diversos 

modelos cinéticos propuestos en el software de libre acceso AmyloFit (como se 

detallan en la tabla 4.1). Del ajuste global de cada modelo a las cinéticas, se 

obtiene los residuales que son una medida de que tan distinto es el valor del 

ajuste con respecto al valor del dato experimental. Con estos datos, el software 

realiza el cálculo del error residual medio (MRE por sus siglas en inglés)79, el cual 

corresponde a la sumatoria del cuadrado de los residuales dividido por el número 

de mediciones realizadas (en este caso cada 5 minutos se realizaba una 

medición). De esta forma, MRE es el principal parámetro usado por este software 

para discriminar entre los diferentes modelos matemáticos de agregación79. 

Mientras más bajo sea este valor implica que el modelo analizado se ajusta de 

mejor forma a las cinéticas de agregación.  

En ausencia de NPO, el modelo matemático que mejor describe las 

cinéticas de agregación es el modelo de nucleación secundaria multipasos, la cual 

se condice con lo descrito en literatura (Tabla 4.1). Además, al graficar el doble 

logaritmo del t1/2 vs concentración inicial de Aβ42 se obtiene una línea recta (Fig. 

4.4). La pendiente de este gráfico se denomina “valor gamma” o “γ value”, la cual 

en este caso fue de -0,933. Mientras este valor sea más cercano a -1 y alejado de 

-0,5, se ha descrito que el mecanismo de agregación es por nucleación 
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secundaria. Además, para el caso de Aβ42 está descrito el literatura un γ value de 

-1.399-101, el cual es similar al obtenido experimentalmente. De esta forma, los 

valores de MRE y de γ value en conjunto se correlacionan con el mecanismo de 

agregación de Aβ42 reportado en literatura. 

Tabla 4.1 Modelos matemáticos para el ajuste global de las cinéticas obtenidas con el péptido Aβ42 con sus 
respectivos valores de MRE (en rojo se destaca el menor valor de MRE obtenido para cada ajuste en 
ausencia o presencia de NPO).  

  MRE 

Modelo 
Procesos dominantes del 

modelo Aβ42 Aβ42 : NPrO Aβ42 : NeO 

Nucleación elongación 
Nucleación primaria (kn) 

Elongacion (k+) 0,0136 0,0238 0,0120 

Dominada por nucleación 
secundaria Nucleación secundaria (k2) 0,0104 0,0259 0,00641 

Dominado por 
fragmentación Fragmentación (k-) 0,00293 0,00413 0,00399 

Fragmentación y 
nucleación secundaria 

Fragmentación (k-) 
Nucleación secundaria (k2) 0,00141 0,00409 0,00113 

Nucleación secundaria 
multipasos Nucleación secundaria (k2) 0,00125 0,00382 0,00163 

Elongación saturante Elongacion (k+) 0,00505 0,00712 0,00541 

Elongación saturante y 
nucleación secundaria 

Elongacion (k+) 
Nucleación secundaria (k2) 0,00508 0,0160 0,0056 

Elongación saturante y 
fragmentación 

Elongacion (k+) 
Fragmentación (k-) 0,00293 0,00411 0,00399 

 

 

Figura 4.4 Gráfico que relaciona el logaritmo del tiempo medio de cada cinética (Half time) con el logaritmo de 
la concentración inicial de péptido Aβ sintético. La pendiente obtenida corresponde al valor gamma o “γ value” 
que en este caso es de -0.933, lo que implica que el proceso de agregación corresponde a un mecanismo de 
nucleación secundaria (n=3, muestras independientes).  
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En la figura 4.5 se muestran las cinéticas de agregación de Aβ42 en 

presencia y ausencia de NPO. El triplicado de cada concentración de Aβ42 se 

muestra en círculos mientras la línea continua corresponde al ajuste global 

realizado (Fig. 4.5 panel inferior), junto al error residual obtenido del ajuste para 

cada concentración en el tiempo (Fig. 4.5 panel superior).  

A 

 

B 

 
C 

 

 
Figura 4.5 Cinéticas de agregación a diferentes 
concentraciones del péptido Aβ42 analizadas 
mediante el software AmyloFit. Panel inferior, 
cinéticas seguidas mediante la sonda fluoscente ThT 
a diferentes concentraciones del péptido (circulos) y 
el ajuste global que mejor describe los datos 
experimentales (línea continua) en ausencia de NPO 
(A), en presencia de NPrO (B) o en presencia de 
NeO (C). Tanto en ausencia de NPO como en 
presencia de NPrO el mejor modelo que describe las 
cinéticas es nucleación secundaria multi pasos 
mientras que en presencia de NeO es 
fragmentación/nucleación secundaria. Panel 
superior, error residual de los modelos de 
agregación usados para describir las cinéticas. Los 
datos cinéticos para el análisis fueron normalizados 
a 1 con respecto al valor de fluorescencia del 
plateau. (n=3, muestras independientes). 

 
 

Del ajuste realizado en ausencia de NPO, modelo de nucleación secundaria 

multipasos, se obtienen las constantes combinadas k+kn y k+k2 que caracterizan 
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las diferentes etapas que llevan a la formación de fibras (el valor de ambas 

constantes está detallado en la tabla 4.2). La constante combinada k+kn representa 

la ruta primaria de agregación definida por la formación de nuevos núcleos de 

agregación, la nucleación primaria (kn), y la constante de elongación de las fibras 

ya formadas (k+). Por otro lado, k+k2 representa la ruta de agregación secundaria 

que está definida por la constante de nucleación secundaria (k2), mediante la cual 

la superficie de la fibra cataliza la formación de nuevos agregados, y la constante 

de elongación (k+).   

Tabla 4.2 Comparación constantes combinadas obtenidas del ajuste global para cada condición (n=3, 
muestras independientes). 

 

La presencia de 0,2 nM NPrO sobre las cinéticas de Aβ42 incrementó la 

velocidad aparente de las cinéticas de agregación (Fig. 4.5b) lo cual también 

se observa en la disminución del tiempo medio para cada una de las cinéticas a 

las distintas concentraciones analizadas comparado con el control (Fig. 4.6). El 

mecanismo de formación de fibras en presencia de los NPrO no se vio modificado 

ya que el modelo que mejor se ajustó a las cinéticas fue nuevamente la 

nucleación secundaria multipasos (Tabla 4.1). Sin embargo, la presencia de los 

NPrO incrementó la constante combinada k+k2 en dos órdenes de magnitud sin 

modificar la constante k+kn comparado a las mediciones en ausencia de NPO 

Muestra k+kn (µM-2h-2) k+k2 (µM-3h-2) k+k− (µM-1h-1) 

Aβ42 1,33x10+9 ± 3,8x10+7 8,9x10+16 ± 8,7x10+15 - 

Aβ42 : NPrO 2,84x10+9 ± 1,7x10+8 6,8x10+18 ± 4,7x10+18 - 

Aβ42 : NeO 2,84x10+9 ± 6x10+7 4,1x10+15 ± 3,6x10+14 2,64x10+4 ± 1,4x10+3 
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(Tabla 4.2). En contraste, la presencia de las NeO sí modificó el modelo de 

agregación del péptido Aβ42. En este caso el ajuste global predijo un 

mecanismo de agregación de nucleación secundaria/fragmentación (Tabla 

4.1), en el cual la fragmentación de las fibras largas ya formadas también 

contribuye a la formación de nuevos agregados a través de la constante de 

fragmentación (k−) junto con la nucleación secundaria. Con respecto a las 

cinéticas, la presencia de NeO desaceleró ligeramente las cinéticas de formación 

de fibras (Fig. 4.5c) e incrementó el tiempo medio para cada una de las cinéticas a 

las distintas concentraciones analizadas comparado con el control (Fig. 4.6). Este 

incremento fue coherente con la disminución de la constante combinada k+k2 en 

un orden de magnitud mientras k+kn se mantuvo constante con respecto a la 

misma constante en ausencia de NeO (Tabla 4.2). Además, basado en este 

modelo se obtuvo una tercera constante combinada representada por k+k− la cual 

contribuye al proceso de agregación mediante la fragmentación de las fibras más 

largas. Por lo tanto, de los resultados obtenidos hasta ahora se propone que los 

NPrO promueven la agregación mediante k+k2 mientras las NeO desaceleran la 

agregación afectando el mecanismo de agregación mediante la nucleación 

secundaria/fragmentación.   
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Figura 4.6 Comparación de los tiempos medios de las cinéticas de agregación para cada concentración de 
Aβ42 en ausencia de NPO (columnas negras), en presencia de NPrO (columnas rojas) y en presencia de NeO 
(columnas verdes) utilizando el software AmyloFit (n=3, muestras independientes).  

 

Con el fin de determinar sobre cuál constante microscópica individual 

relacionadas a la vías primaria o secundaria de agregación, es decir, sobre cuál 

etapa del mecanismo de agregación las NPO ejercen su efecto, es que se 

procedió a analizar las cinéticas de agregación en función de la concentración de 

NPO. En la figura 4.7 se muestra el desglose del efecto de diferentes 

concentraciones de NPrO sobre cada una de las concentraciones del péptido 

Aβ42. Como se puede observar, la concentración de los NPrO posee un efecto 

concentración dependiente sobre las cinéticas de agregación en las cuales al 

aumentar la concentración de NPrO la velocidad aparente de las cinéticas 

también se ve incrementada. Al realizar el ajuste global de las cinéticas de 

agregación para cada concentración de NPrO se obtiene un aumento del valor de 

la constante combinada k+k2 sin alterar la constante combinada k+kn (Fig. 4.9a). 

Este resultado explica el aumento de la velocidad aparente de las cinéticas 

conforme se aumenta la concentración de NPrO presente en el ensayo. Además, 

ya que la constante individual k2 es compartida por ambas constantes 
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combinadas, k+k2 y k+kn, y esta última no se vio modificada por la presencia de las 

distintas concentraciones de NPrO, es que se puede asumir que solamente la 

constante de nucleación secundaria k2 es la que está siendo acelerada por la 

presencia de los NPrO. Por otro lado, la figura 4.8 compara las cinéticas de 

agregación a distintas concentraciones de NeO. Para ambas concentraciones de 

NeO analizadas se obtiene el mismo patrón de cinética y del ajuste global de cada 

una de estas se obtiene el mismo valor para las tres constantes combinadas: k+k2 

y k+kn (Fig. 4.9b eje izquierdo) y k+k− (Fig 4.9b eje derecho). Por lo tanto, con este 

análisis no se puede discriminar sobre cuál etapa del proceso de agregación las 

NeO tiene un efecto mayoritario, y solamente se determinó que afectan la 

nucleación secundaria y la fragmentación en el mecanismo de agregación del 

péptido Aβ42.  
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Figura 4.7 Cinéticas de agregación a diferentes concentraciones del péptido Aβ42 analizadas a diferentes 
concentraciones de NPrO. Se realizó el desglose para cada concentración de Aβ42. La línea negra 
corresponde al control de Aβ42 en ausencia de NPO (n=3, muestras independientes). 
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Figura 4.8 Cinéticas de agregación a diferentes concentraciones del péptido Aβ42 analizadas a diferentes 
concentraciones de NeO. Se realizó el desglose para cada concentración de Aβ42. La línea negra 
corresponde al control de Aβ42 en ausencia de NPO (n=3, muestras independientes). 
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Figura 4.9 Dependencia de las constantes combinadas como función de la concentración de NPrO (A) y de 
NeO (B). La razón de cada constante combinada obtenida en presencia de NPO está representada por kNPO 
(que corresponde ya sea a k+k2 y k+kn) en relación a las misma contante combinada en ausencia de NPO 
representada por k (que corresponde ya sea a k+k2 y k+kn) (n=3, muestras independientes). 
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Capítulo 5: Determinación de la interacción entre curvatura de 

NPO con Aβ42. 
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4.1 Efecto de NPO sobre la estructura final de las fibras de Aβ42 

 

A continuación, para comprender si el efecto observado de NPrO o NeO sobre el 

proceso de agregación del péptido Aβ42 no es tan sólo a nivel cinético sino también a 

nivel estructural, se analizó mediante dicroísmo circular las fibras de Aβ42 en ausencia o 

presencia de las NPO al tiempo final de la cinética de agregación. Como control inicial se 

analizó el péptido Aβ42 en su forma monomérica antes de realizar el ensayo, en el cual se 

observa la señal característica para un random coil (Fig. 5.1) ya que Aβ42 en este estado 

no presenta estructura.  
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Figura 5.1 Espectro DC representativo para el péptido Aβ42 monomérico después de la purificación mediante 
SEC-FPLC y antes de ser usado en el ensayo de cinética de agregación.  

 

 Luego, se evaluó mediante DC las muestras de fibras de Aβ42 en ausencia o 

presencia de NPO. Como se observa en la figura 5.2a, los agregados de Aβ42 en 

ausencia de NPO presentan la señal característica para una estructura hoja β, lo cual 

también da cuenta del proceso de agregación del péptido Aβ42, que está definido como la 

ganancia de estructura β desde un random coil. A continuación, al comparar esta señal 

con la de las fibras en presencia de ambas NPO se observa que la forma del espectro de 
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DC no se ve alterada independiente de la NPO usada (Fig. 5.6a). Mediante el software de 

acceso libre BeStSel, se ajustaron estos espectros de DC para predecir el contenido de 

estructura secundaria de las fibras bajo estas tres condiciones (Fig. 5.6b), donde los 

porcentajes del análisis para cada una de las estructuras fue el mismo para todas las 

condiciones. De esta forma, se descartó que el efecto diferencial obtenido para cada una 

de las NPO sobre el proceso de agregación de Aβ42 sea debido a una alteración en la 

estructura secundaria de las fibras de Aβ42.      
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Figura 5.2 Evaluación mediante DC de las fibras de Aβ42 en ausencia o presencia de NPO al tiempo final de 
18 hrs del ensayo de agregación. A, comparación de los espectros de las fibras de Aβ42 en ausencia de NPO 
(línea negra), en presencia de NPrO (línea roja) y en presencia de NeO (línea verde). B, deconvolución de los 
espectros de DC mediante el software BeStSel para predecir y calcular el contenido de estructura secundaria 
de las fibras de Aβ42 para cada una de las condiciones previamente analizadas (n=3, muestras 
independientes).    

 

 

5.2 Evaluación de la morfología de fibras de Aβ42 mediante TEM 
 

A continuación, ya que la presencia de las NPO modificó las cinéticas de 

formación de fibras, es que se analizó la morfología de estas para corroborar los 

resultados obtenidos en las cinéticas de Aβ42. Las muestras para ambas NPO 

fueron analizadas mediante microscopía electrónica de transmisión TEM a tiempo 

final de las cinéticas y utilizando las muestras 8µM de Aβ42. En la figura 5.3 se 
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puede observar la colocalización de tanto los NPrO (Fig. 5.3a) como las NeO (Fig. 

5.3b) con las fibras de Aβ42.  

A 

 
A' 

B 

 
B’ 

  
Figura 5.3 Imágenes TEM representativas de la interacción y colocalización entre Aβ42 ya sea con NPrO 
(A,A’) o con NeO (B, B’). Las imágenes TEM fueron adquiridas a las 18 hrs de incubación y corresponden a 
las muestras de 8µM de Aβ42.    

 

Para determinar el efecto de la presencia de las NPO sobre la morfología 

de las fibras de Aβ42, se realizó un análisis del largo de las fibras de Aβ42 tanto 

en ausencia como en presencia de NPO (Fig. 5.4a-c). Se analizaron 

aproximadamente 100 fibras por condición las cuales se muestran en los 

histogramas de distribución de tamaño del largo de las fibras (Fig. 5.4d-f), en el 
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cual no se observó diferencia en el promedio del largo de las fibras entre las 

distintas condiciones. Sin embargo, se observa que la forma de los histogramas es 

distinto para cada una de las condiciones analizadas, lo cual es más evidente al 

realizar un análisis de las medianas, que corresponde al valor central de un 

conjunto de datos (Fig. 5.5). De esta forma, el análisis de la mediana para cada 

muestra permite determinar el comportamiento y largo de la población de fibras.  

En presencia de los NPrO se observa un aumento de la mediana con respecto al 

control, lo cual implica que la población de fibras es mucho más larga lo que se 

correlaciona con los resultados obtenidos de las cinéticas de agregación, ya que al 

aumentar la velocidad de agregación de Aβ42 es más probable encontrar fibras de 

mayor longitud.  Por otro lado, en presencia de NeO la mediana obtenida del 

histograma es menor con respecto a la del control sin NPO. Esto quiere decir que 

la población de fibras esta desplazada hacia un tamaño menor, lo cual también se 

correlaciona con lo obtenido en las cinéticas de agregación en presencia de NeO 

donde la fragmentación de las fibras ya formadas puede contribuir al aumento de 

la población de fibras más cortas. Cabe destacar, que aun cuando ambas NPO 

presentan cinéticas a concentración de 8µM de Aβ42 similares (Fig. 4.5), las 

medianas obtenidas del análisis estadístico son diferentes lo que refuerza que 

ambas NPO participan por mecanismos distintos en el proceso de agregación de 

Aβ42. 
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Figura 5.4 Imágenes TEM en ausencia y presencia de NPO respresentativas para cada condición. 
Histogramas de distribución del largo de las fibras utlizando la muestra a 8µM de Aβ42 después de 18 hrs de 
incubación en ausencia de NPO (A y B), en presencia de NPrO (C y D) y en presencia de NeO (E y F). Las 
imágenes TEM son representativas de cada etapa y los histogramas corresponden a un análisis de 100 fibras 
por condición.  
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Figura 5.5 Análisis estadístico mediante un diagrama de caja y bigotes para el largo de las fibras de Aβ42 en 
ausencia de NPO (negro), en presencia de NPrO (rojo) y en presencia de NeO (verde). La cruz representa la 
media de los valores y la línea del medio de cada caja corresponde a la mediana de cada población de fibras.  

 

Adicionalmente, para corroborar la interacción y colocalización entre las 

NPO con las fibras de Aβ42 vistas por TEM y eliminar la posibilidad de que sea un 

artefacto de la metodología, se realizó el experimento nuevamente pero 

adicionando las NPO a una suspensión de fibras Aβ42 ya crecidas después de 18 

hrs. Esta mezcla se dejó durante 30 minutos a temperatura ambiente, se recuperó 

una alícuota de 10 µL y se analizó mediante STEM, donde nuevamente se 

observa la colocalización de ya sea los NPrO (Fig. 5.6a) o NeO (Fig. 5.6b) con las 

fibras de Aβ42. 
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A 

 

B 

 
Figura 5.6 Imagen STEM representativas de NPrO (A) o NeO (B) incubadas con fibras de Aβ42 posterior a su 
proceso de formación.   

 

5.3 Evaluación de la interacción de NPO con fibras de Aβ42 
 

 La interacción observada por cada NPO con Aβ42 también se evaluó desde 

el punto de vista de la formación de la corona de proteínas de Aβ42, la cual 

corresponde a la capacidad que tienen las NPO de adsorber proteínas/péptidos 

sobre su superficie. Para llevar a cabo esto, una vez terminado el ensayo cinético 

se recuperó parte de la muestra y mediante centrifugación se separaron las NPO 

de las fibras de Aβ42 y se analizaron mediante espectrofotometría Vis-IR, 

potencial ζ y DLS (Tabla 5.1). Nuevamente, estos análisis se realizaron sobre las 

muestra de 8µM de Aβ42 a tiempo final de la cinética de agregación, es decir, 

luego de 18 hrs de coincubación. Por espectrofotometría se observa un 

desplazamiento batocrómico del plasmón de 2 y 3 nm para las NeO y para el 

plasmón en el infrarrojo cercano de los NPrO, respectivamente. Este 

desplazamiento es característico cuando hay formación de la corona de proteínas 
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que rodea las NPO102, 103. Con respecto al valor del potencial ζ este también se vio 

modificado hacia valores menos negativos comparados a las muestras de NPO sin 

incubación con el péptido Aβ42. Esta modificación también permite determinar la 

presencia de pequeños agregados de Aβ42 adsorbidos sobre la superficie del 

PEG para ambas NPO. Sin embargo, al analizar las muestras mediante DLS aun 

cuando se observa una tendencia a aumentar su diámetro hidrodinámico para 

ambas NPO, estos cambios no fueron estadísticamente significativos lo cual se 

puede deber a la sensibilidad de la técnica y a que los agregados adsorbidos 

sobre la superficie de ambas NPO son muy pequeños. Por lo tanto, tomando en 

conjunto los resultados de estas tres metodologías se puede sugerir que el péptido 

Aβ42 efectivamente interacciona con las NPO. 

 

Tabla 5.1 Comparación fisicoquímica de NPrO y NeO recuperadas a tiempo final de la cinética de agregación 
en ausencia y presencia de Aβ42 (n=3, muestras independientes).   

 NPrO NPrO : Aβ42 NeO NeO : Aβ42 

Plasmón (nm) 916 919 531 533 

DLS (nm) 83.3 ± 1.1 89.5 ± 3.8 75.2 ± 1.9 79.2 ± 0.6 

Potencial ζ (mV) -43.3 ± 1.6 -29.5 ± 0.3 -48.3 ± 1.2 -29.8 ± 0.9 

 

 

5.4 Análisis Raman de la interacción de Aβ42 sobre cada NPO 
 

A continuación, se evaluó como la curvatura de cada NPO afecta la 

interacción y comportamiento del péptido Aβ42 sobre la superficie de cada NPO y 
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así determinar la naturaleza de la interacción entre estas. Este análisis se realizó 

mediante espectroscopía Raman, la cual permite analizar la proximidad de los 

aminoácidos que componen las fibras de Aβ42 sobre la superficie de NPrO y de 

NeO, y por tanto dan cuenta del comportamiento de Aβ42 en presencia de cada 

NPO. Primero, se registró el espectro Raman de las fibras de Aβ42 en ausencia 

de NPO (Fig. 5.7 línea negra) para obtener el patrón de señales de la situación 

control. De este espectro se seleccionaron las señales Raman de tres 

aminoácidos que fueron los que mostraron una señal más definida y que permiten 

un mejor seguimiento de lo que ocurre con el péptido Aβ42 sobre la superficie de 

ambas NPO: Tirosina (Tyr, Y), Fenilalanina (Phe, F) y Metionina (Met, M) como se 

puede observar en la siguiente secuencia para Aβ42 

“DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA”. Además estos 

tres aminoácidos están localizados en diferentes porciones de la estructura del 

péptido Aβ42 en su estado agregado el cual es de una hoja β con un loop en la 

mitad de la secuencia. Tyr está localizado en el primer segmento del N-terminal de 

Aβ42 mientras que las Phe’s están localizadas al final de este, justo antes de 

comenzar el loop. Por otro lado, Met está localizado en la mitad del segmento C-

terminal, el cual es parte de una región apolar y que por ende no está expuesto al 

solvente. De esta forma, el seguimiento de las señales de estos tres aminoácidos 

permite determinar proximidad de estas tres regiones de Aβ42 con la superficie de 

cada NPO. En la tabla 5.2 se resumen las señales de Raman y sus asignaciones.  

 

 



109 
 

Tabla 5.2 Asignaciones específicas de las señales Raman para las muestras de fibras de Aβ en ausencia o 
presencia de NPO.  

Raman  

Aβ fibras 

Raman  

Aβ fibras : NPrO 

Raman  

Aβ fibras : NeO 

Asignación 

532 530 532 THT 

- 631 633 PEG 

699 700 701 M 

830 - - (Y)/(G) 

867 850 853 (Y) 

1002 1004 1008 (F) 

1174 1167 1182 (Y) 

1405 1401 1409 (Y) 

1598 - - (F) 

- 1611 - Amide I 

 

 Las señales Raman de ThT y PEG, muestran la misma relación de 

intensidades relativas entre ambas en cada uno de los tres espectros de la figura, 

lo que indica que son especies que no sufren cambios geométricos como 

consecuencia de alguna interacción química con respecto a Aβ en presencia o 

ausencia de NPO. Sobre la sonda de fluorescencia ThT, es posible indicar que no 

influye sobre la estructura de Aβ dado que la banda vibracional a 530 cm-1, 

inherente de ThT, no sufre grandes modificaciones en términos de corrimiento, 

considerando que esta señal está asignada a una deformación CSC del fragmento 

tiazol. Por otro lado, la señal más intensa del PEG unido a una superficie de las 

NPO, es observada en torno a los 640 cm-1, señal asignada al modo estiramiento 

C-S. La relación de intensidad de ThT y PEG con respecto a los tres aminoácidos 
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ya antes mencionados será utilizada como guía para determinar la proximidad de 

estos a la superficie metálica. Con respecto a Aβ, del espectro Raman se observa 

que Tyr muestra la tendencia a acercarse a la superficie metálica de las NeO más 

que a la de los NPrO, dado que sus señales son más intensas en el sistema 

conformado por NeO. La señal ubicada a los 1182 cm-1 asociada a la deformación 

en el plano de los -CH aromáticos da indicios de lo que ocurre en esta fracción. 

Con respecto a las dos Phe’s unidas entre sí, se observa que está región está 

distanciada de la superficie de ambas NPO aunque ligeramente más cerca de las 

NeO que de los NPrO. Este análisis deriva luego de observar que decrece la 

intensidad relativa de la señal principal de Phe ubicada a 1002 cm-1. Las reglas de 

selección SERS (del inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy) permiten 

inferir sobre este facto. Finalmente, la intensidad relativa de la señal asociada al 

aminoácido Met, con respecto a las señales de PEG y THT, indica que aun 

cuando la proximidad de este aminoácido está alejada de la superficie de ambas 

NPO existe una mayor cercanía con los NPrO más que con las NeO. Además, se 

observa que Met no sufre cambios estructurales al analizar el corrimiento nulo de 

esta señal que en los tres casos se posiciona en entorno a los 700 cm-1. 
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Figura 5.7 Espectro Raman representativo de fibras de Aβ en ausencia o presencia de NPO. Espectro de 
fibras de Aβ usadas como control en ausencia de NPO (línea negra), en presencia de NPrO (línea azul) y en 
presencia de NeO (línea roja).  

 

Adicionalmente, una evidencia interesante respecto de la presencia de los 

agregados con estructura hoja β, es aquella observada a partir de su señal 

característica entorno a los 1620 cm-1, asignada a la deformación compuesta 

mayoritariamente por un estiramiento C=O acoplada a una menor componente del 

estiramiento fuera de fase del enlace C-N. La señal indicada es visible con una 

mayor intensidad relativa en el espectro de Raman de las fibras de Aβ cuando 

están en presencia de los NPrO. No ocurre lo mismo cuando están en presencia 

de las NeO, dado que no se observa señal alguna en torno a los 1620 cm-1. Estos 

resultados sugieren que hay una mayor cercanía de las estructuras de hoja β 
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sobre la superficie de los NPrO con respecto a las NeO, y que por ende poseen 

una estructura mucho más compacta sobre estos.  

Finalmente, se evaluaron los espectros de los controles correspondientes a 

perfiles Raman de NeO y NPrO en ausencia y en presencia de THT. La 

preparación de estas NPO considera inicialmente su suspensión en buffer fosfato 

y funcionalización con PEG (Fig. 5.8), donde las señales de ambos no son 

visibles. Por otro lado, las señales de ThT sobre NPrO y NeO son visibles en cada 

caso a 530 y 850 cm-1 las que están asignadas a modos de deformación del 

fragmento tiazol y deformación en el plano de -N(CH3)2, respectivamente. Basado 

en las reglas de selección SERS, la asignación propuesta para estas señales e 

intensidad de ambas, se establece una orientación distinta en cada superficie. 

Este es el motivo por el que se visualizan dos espectros SERS en presencia de 

ThT diferentes. 

 

Figura 5.8 Espectro Raman representativo de NPO funcionalizadas con PEG, solubilizadas en el buffer 
fosfato de las cinéticas de agregación en presencia o ausencia de ThT. 0,4 nM de NeO en presencia de ThT 
(línea roja) o en ausencia (línea negra), 0,4 nM de NPrO en presencia de ThT (línea cyan) o en ausencia 
(línea azul).  
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Capítulo 6: Discusión de resultados, conclusiones y proyecciones 
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6.1 Discusión de Resultados 

 

6.1.1 Síntesis y caracterización de NPO 
 

 En la presente tesis de doctorado, el objetivo principal fue determinar como 

la forma de las NPO puede alterar las cinéticas de agregación del péptido Aβ42, 

por lo cual se planteó la obtención de dos NPO con características fisicoquímicas 

similares y que solamente variaran en la forma que poseen estas: una forma plana 

exhibida por nanoprismas de oro (NPrO) y otra forma curva correspondiente a las 

nanoesferas de oro (NeO).   

Ya que los NPrO poseen una forma anisotrópica, su síntesis es mucho más 

compleja y por lo cual aun cuando ésta estaba descrita en literatura104, se tuvo que 

caracterizar completamente esta síntesis debido a la falta de reproducibilidad de 

los datos obtenidos desde la literatura. La síntesis de NPrO es un procedimiento 

relativamente sencillo que consta de una solución de oro a la cual se le adiciona 

un primer volumen de tiosulfato de sodio el cual permite la generación de semillas 

y que bloqueará las caras {1,1,1} permitiendo dar la forma de prisma a la NPO92, 

93. Luego un segundo volumen de tiosulfato de sodio es usado para dar término a 

la reacción. Sin embargo, además de no lograr la reproducibilidad reportada en la 

literatura se observó que está síntesis es muy sensible a pequeñas variaciones en 

concentraciones de los reactantes o a la temperatura de reacción. Es así como se 

determinó que la relación de reactantes (solución áurica/tiosulfato de sodio) es un 

paso fundamental en esta síntesis. Mientras más átomos de oro estén presentes 

en la solución más grandes serán los prismas a una concentración constante de 

tiosulfato. Por otro lado, al variar la concentración de tiosulfato de sodio se obtuvo 
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que el tamaño del prisma es inversamente proporcional a la concentración de 

tiosulfato de sodio utilizado. Mientras más concentrado sea la solución de 

tiosulfato de sodio el tamaño del prisma será más pequeño y mientras más diluida 

el tamaño del prisma será más grande. Este paso es clave ya que pequeñas 

variaciones en la concentración de este agente reductor provocan variaciones muy 

grandes en el tamaño del prisma. De esta forma, se obtuvo la razón de volúmenes 

para los reactantes de 1,0:1,2;0,2 que corresponden a solución de oro, primer 

volumen de tiosulfato y segundo volumen de tiosulfato, respectivamente. 

Otro de los inconvenientes que presentó esta síntesis es la presencia de 

nanoesferas de oro (NeO) de pequeño tamaño, 20 nm aprox., como subproducto 

de la síntesis de NPrO. En literatura está descrito que se puede controlar el 

tamaño de las NPO mediante la modificación de la temperatura de reacción105. Al 

analizar este parámetro se determinó que al disminuir la temperatura de reacción, 

la formación de NPrO es mucho más lenta y los NPrO finales son de gran tamaño, 

mientras que al aumentar la temperatura del ensayo se observa que la velocidad 

de síntesis aumenta y el tamaño de los prismas se hace cada vez menor. Este 

resultado se pueden deber a que en el proceso de formación de los NPrO, primero 

se tienen que formar semillas o núcleos de oro Au0 sobre los cuales se va 

depositando más oro Au3+ el cual se reduce mediante el tiosulfato presente en la 

solución91. Al aumentar la temperatura de reacción se aumenta la velocidad de 

reacción del tiosulfato y por ende hay mayor formación de núcleos o semillas 

donde se puede depositar el oro reducido. Sin embargo, al haber tantos sitios 

donde nuclear no se logra en todos llevar a cabo con éxito la generación de la 



116 
 

forma del prisma y muchos quedan con una forma más bien esférica, lo cual se 

traduce en un aumento de la población de NeO como subproducto, y que los 

prismas sean de menor tamaño. Por el contrario, al disminuir la temperatura de 

reacción, se disminuye la velocidad de reacción y por lo tanto se generan menos 

núcleos o semillas94. Esto permite que al reducir el oro en solución éste se 

deposite en los pocos núcleos disponibles y por ende se generan prismas de 

mayor tamaño y además menos esferas. De esta forma, se escogió la temperatura 

de 20°C para realizar las síntesis de NPrO ya que permite generar prismas de un 

adecuado tamaño para futuras aplicaciones biomédicas. 

 La caracterización final de los NPrO se realizó mediante TEM, SEM, 

espectroscopía Visible-IR, potencial ζ y DLS, siendo esta última la más llamativa 

por la presencia de dos picos en las mediciones. El primero a 58 ± 3 nm se 

atribuye al largo de los NPrO y es un valor levemente mayor al obtenido por TEM 

ya que mediante DLS se mide el diámetro hidrodinámico, el cual incluye los 

contraiones que están rodeando al prisma. Sin embargo, la presencia de un 

segundo pico a 4 ± 1 nm es controversial. En literatura, este pico se ha descrito 

para otras NPO anisotrópicas y se ha asociado con la difusión rotacional de 

estas106, pero también mediante análisis matemáticos se ha determinado que 

podría ser un artefacto de la técnica asociado a la medición de nanopartículas de 

un diámetro superior a 40 nm96. Debido a esto, sólo se utilizará el primer pico para 

hacer un seguimiento de las muestras.  

 A continuación, se procedió al enriquecimiento de la muestra en NPrO90, 91, 

ya que la síntesis genera como subproducto pequeñas NeO, mediante 
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centrifugación diferencial logrando un aumentó la población de NPrO desde un 

30% a un 79%, con un potencial ζ relativamente constante, de -40 a -37 mV, 

indicando que la carga negativa en esta muestra es aportada por el grupo 

carboxílico que se encuentra en el extremo del PEG (se encuentra desprotonado 

al pH 5,5 al que se obtuvieron las mediciones). Mediante DLS, el primer pico se 

desplazó hacia un mayor valor (de 58 a 69 nm), lo que indica que las moléculas de 

PEG se encuentran unidas a la superficie de los NPrO. El PEG utilizado tiene un 

peso estimado de 5000 g/mol y se ha descrito que NPO con este tipo de 

modificación aumentan en promedio 11 nm, medido por HRTEM107. Sin embargo, 

al calcular el tamaño teórico de un prisma rodeado de PEG este es mayor que el 

obtenido por DLS: 82 nm (60 nm +11x2nm, por cada extremo del prisma) 

comparado con 69 nm, respectivamente. Esto sugiere que aun cuando la 

superficie de los NPrO está funcionalizada con moléculas de PEG, estas estarían 

acostadas sobre la superficie y por ende quedarían espacios donde aún 

funcionalizar. Esto es coherente con el hecho de que al funcionalizar la muestra 

inicial, parte del PEG se unió a la superficie de las pequeñas NeO y por ende no 

estaría completamente disponible para los NPrO.   

 Debido a esto se procedió a funcionalizar por segunda vez los prismas con 

PEG. Mediante potencial ζ y DLS se obtuvieron los cambios más relevante. La 

carga superficial se desplazó hacia valores más negativos, de -37 a -51 mV, lo 

cual sugiere que hay una mayor presencia de grupos carboxílicos y, por ende, de 

moléculas de PEG sobre la superficie del prisma. Por DLS se obtuvo un aumento 

del diámetro hidrodinámico de 69 a 77 nm. Para correlacionar este dato con los 
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valores obtenidos por TEM, se determinó el ancho del PEG mediante SEM, el cual 

fue de 11 ± 1 nm. Al calcular el tamaño promedio del NPrO este fue de 85 nm (63 

nm + 11x2 nm), un valor que es bastante cercano al obtenido por DLS. De las 

imágenes TEM también se calculó el área superficial de los NPrO desnudos y 

considerando el PEG, el que fue de 5400 y 13900 nm2, respectivamente.   

 Con respecto a las NeO funcionalizadas, también se caracterizaron 

mediante espectrofotometría Visible-IR, TEM, SEM, potencial ζ y DLS, siendo 

estos dos últimos los que mostraron cambios más relevantes. La carga superficial 

disminuyó de -39 a -55 mV dando cuenta de una mayor presencia de carga 

negativa aportada por el PEG. Por otro lado, el diámetro hidrodinámico se 

incrementó siendo similar al obtenido de forma teórica de las imágenes TEM y 

SEM: 65 nm (43 nm + 11x2 nm) comparado con los 75 nm obtenidos mediante 

DLS. El área superficial de las NeO desnudas y funcionalizadas con PEG fue 5800 

y 13300 nm2, respectivamente, valores muy similares a los obtenidos con NPrO.  

  En resumen, se lograron sintetizar dos NPO de distinta forma, NPrO planos 

y NeO curvas, pero con el resto de sus propiedades fisicoquímicas similares: 

carga superficial, diámetro hidrodinámico, y área superficial. 

 

6.1.2 Efecto de la curvatura de NPO sobre las cinéticas de Aβ42 
 

Con respecto a las cinéticas de agregación del péptido Aβ42, lo primero que 

se descartó fue que la concentración de ThT (empleada para monitorear el 

proceso de formación de agregados amiloides) alterará las cinéticas de 
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agregación. El rango de concentraciones de ThT (0,25 a 20 µM) analizado en este 

estudio no mostró una modificación de las cinéticas, lo que se condice con 

estudios previos que describen que hasta 50 µM de ThT no se alteran las cinéticas 

de Aβ4297. A continuación, se analizó un amplio rango de concentraciones de 

Aβ42 (2 a 25 µM) ya que está descrito en literatura que a altas concentraciones 

del monómero inicial se produce una saturación del sistema, es decir, aun cuando 

se incrementa la concentración del monómero inicial se obtiene la misma 

velocidad de agregación99. Ya que para los estudios cinéticos se necesita observar 

sólo el efecto de las NPO y descartar cualquier otra influencia que afecte las 

cinéticas, es que se utilizó el rango de 2 a 8 µM de Aβ42, ya que sobre 8 µM se 

observó la saturación del sistema. Junto con esto, debido a que la concentración 

de 8 µM Aβ42 fue la más alta usada es que utilizó la concentración de 10 µM ThT 

como adecuada para monitorear las cinéticas de agregación.     

Para determinar el efecto de la forma de NPO sobre el mecanismo de 

agregación de Aβ42, y cuáles serían las etapas microscópicas que se verían 

alteradas (Fig. 1.8), se analizó globalmente las cinéticas a distintas 

concentraciones del péptido Aβ42 mediante el software AmyloFit79. Este aspecto 

es importante debido a que los procesos microscópicos se han correlacionado con 

la acumulación de oligómeros tóxicos de Aβ42108, siendo la nucleación secundaria 

uno de los pasos claves que produce estos oligómeros100, 101. En una primera 

etapa, se evaluó la situación control, es decir, las cinéticas de Aβ42 en ausencia 

de NPO. Del ajuste global, el mejor modelo matemático que se ajustó a las 

cinéticas fue el de nucleación secundaria multipasos, como está reportado en 
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literatura, y corroborado mediante el “γ value” que fue de -0,933. Este valor 

mientras más cercano a -1, indica que estamos en presencia de un mecanismo de 

nucleación secundaria99-101. Por lo tanto, las cinéticas en ausencia de NPO se 

correlacionan con lo reportado en la literatura para Aβ42.  

A continuación, en presencia de NPrO no se alteró el mecanismo de 

agregación de Aβ42. Sin embargo, la presencia de los NPrO si aceleró las 

cinéticas de agregación y modificó solamente la constante combinada k+k2, 

mostrando un efecto dosis dependiente al variar la concentración de NPrO. Ya que 

la constante combinada k+kn se mantuvo sin alteración con respecto a las distintas 

concentraciones de NPrO utilizadas, y a que ambas constantes combinadas 

comparten la constante k+, es que se puede conjeturar que el efecto de los NPrO 

es principalmente sobre la constante de la nucleación secundaria (k2). Este efecto 

es similar al observado con la droga trodusquemina83, la cual incrementa la 

constante de nucleación secundaria disminuyendo la generación de especies 

oligoméricas debido al aumento de la polimerización hacia fibras. Estos resultados 

se pueden explicar tanto por la forma plana de los NPrO como por la 

funcionalización de éstos. PEG es una molécula anfipática que posee una cola 

hidrofóbica y un extremo con carga negativa aportado por el grupo carboxílico, lo 

cual está descrito que la carga negativa mediante interacciones electrostáticas 

puede inducir el proceso de agregación de Aβ42109-115. Por otro lado, el proceso de 

agregación involucra una interacción entre monómeros donde la forma plana de 

los NPrO permitiría acomodar los monómeros de Aβ42 promoviendo la formación 

de interacciones laterales péptido-péptido61. Este efecto ha sido descrito con otras 
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proteínas tales como fibrinógeno66, donde superficies planas inducen la 

agregación de fibrinógeno más que superficies con algún grado de curvatura. Así, 

la forma plana de los NPrO podría actuar como una plataforma incrementando la 

concentración local de Aβ42, mediante interacciones electrostática con la carga 

negativa del PEG, y promoviendo las interacciones entre monómeros acelerando 

el proceso de agregación mediante la nucleación secundaria.  

Por otro lado, en presencia de NeO el modelo matemático que mejor se 

ajustó a estas cinéticas fue el de nucleación secundaria/fragmentación, 

modificando el mecanismo molecular de agregación de Aβ42. Además, las NeO 

desaceleraron el proceso de agregación disminuyendo solamente la constante 

combinada k+k2, mientras que las constantes combinadas k+kn y k+k− no se 

modificaron a las distintas concentraciones de NeO analizadas. Este efecto es 

similar al de la chaperona brichos108, la cual específicamente suprime la etapa de 

nucleación secundaria, disminuyendo la formación de oligómeros. Sin embargo, 

debido a que no se observó un efecto dependiente de la concentración de NeO 

sobre las constantes combinadas, es que no se puede hacer un desglose sobre 

cual constante sería la más afectada por la presencia de las NeO. Para explicar el 

efecto de las NeO se propone que la curvatura puede impedir o molestar el 

correcto posicionamiento de los monómeros de Aβ42 sobre la superficie de las 

NeO previniendo o disminuyendo las interacciones laterales péptido-péptido, 

haciendo más difícil que los monómeros interaccionen entre si61, 67, 116. Este 

fenómeno ha sido descrito en otros estudios con nanopartículas de un tamaño y 

carga negativa superficial similar a las NeO de esta tesis, donde proteínas son 
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espacialmente interrumpidas y por lo tanto los contactos entre proteínas vecinas 

se ven disminuidos66, 67, lo que se observa como un efecto inhibitorio sobre las 

cinéticas. Además, ya que las NeO modificaron el mecanismo de agregación 

implica que tanto la etapa de nucleación secundaria como la etapa de 

fragmentación poseen una contribución en la formación de nuevos agregados. Se 

ha descrito que al enlentecer las cinéticas y por ende disminuir la constante de 

nucleación secundaria, la constante asociada a la fragmentación se hace visible 

cinéticamente117. Este fenómeno también ha sido descrito con la proteína Prión o 

el péptido Aβ40, donde la desaceleración del proceso de agregación permite 

observar la fragmentación de las fibras57, 86. De esta forma, estos estudios 

respaldan la hipótesis que la curvatura de las NeO puede inhibir las cinéticas de 

agregación de Aβ42.  

 

6.1.3 Morfología de las fibras de Aβ42 en presencia de NPO 
 

Debido a los resultados obtenidos de los ajustes matemáticos, se procedió 

a analizar si el efecto observado en las cinéticas también modificaba la estructura 

de las fibras. Para este análisis se evaluó las fibras de Aβ42 a tiempo final de las 

cinéticas mediante dicroísmo circular. Tanto en ausencia como en presencia de 

las NPO se observa la señal característica para una estructura hoja β, lo cual da 

cuenta del proceso de agregación del péptido Aβ42. Sin embargo, no se observa 

en ninguno de las muestras un cambio en la forma de los espectros y al analizar el 

contenido de estructura secundaria mediante el software BeStSel tampoco se 

observa una modificación tanto en ausencia como en presencia de NPO. Esto 
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sugiere que el efecto de ambas NPO es cinético y no estructural sobre el proceso 

de agregación de Aβ42.   

A continuación, se analizó la morfología de las fibras de Aβ42 mediante 

TEM para corroborar los resultados obtenidos de las cinéticas. De este análisis se 

obtuvo que el largo promedio de las fibras es similar tanto en ausencia como en 

presencia de NPrO o NeO. Este resultado se condice con que en presencia de los 

NPrO hay una aceleración del proceso de agregación por lo cual se pueden 

encontrar fibras más largas pero también más núcleos de agregación o fibras 

cortas. Por otro lado, en presencia de NeO al haber una mayor contribución de la 

etapa de fragmentación se espera la presencia de fibras largas y fibras de 

pequeño tamaño. Debido a esto, es que se procedió a analizar las medianas como 

una medida del comportamiento de la población del largo de fibras. En este 

sentido, sí se observa un aumento del largo de la población en presencia de NPrO 

mientras éste disminuye en presencia de NeO con respecto al control. Estos 

resultados se condicen con lo reportado en literatura donde la aceleración del 

proceso de agregación de Aβ42 promueve la presencia de fibras más largas87, 

como con los NPrO, mientras la desaceleración del proceso de agregación 

promueve la presencia de fibras más cortas, como se obtuvo con las NeO57, 86. 

 

6.1.4 Determinación de la interacción de NPO con Aβ42 
 

En primera instancia, se observó de las imágenes TEM que tanto NPrO 

como NeO colocalizan con las fibras de Aβ4256, 108. Para corroborar este resultado 
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se realizó un ensayo cinético aparte del cual se recuperaron las fibras de Aβ42 y 

se incubaron con ya sea NPrO o NeO durante 30 minutos. Estas muestras fueron 

analizadas por TEM donde nuevamente fue posible observar que las fibras de 

Aβ42 se encuentran decoradas con NPrO o NeO, lo cual permite aseverar que 

bajo estas condiciones ambas NPO interaccionan con las fibras de Aβ42.   

Habiendo realizado los análisis desde el punto de vista de Aβ42, a 

continuación se caracterizó fisicoquímicamente tanto NPrO como NeO 

recuperadas de las cinéticas de agregación de Aβ42. Este estudio se realizó para 

confirmar la presencia de la llamada “corona de proteínas” y por ende corroborar 

la interacción de Aβ42 con NPrO y NeO. Para ambas NPO se observó un 

desplazamiento del plasmón hacia el rojo con respecto al control, lo cual está 

descrito en literatura que corresponde a la formación de la corona de proteínas 

que rodean las NPO cuando aumenta entre 2 a 3 nm102, 103. Este desplazamiento 

hacia el rojo ocurre cuando la NPO aumenta de tamaño, lo cual sugeriría la 

presencia de pequeños agregados de Aβ42 sobre la superficie de ambas NPO. 

Además, el potencial ζ de ambas NPO aumentó hacia un valor menos negativo lo 

cual permite inferir que Aβ42 se encuentra adsorbido en la superficie de ambas 

NPO. Este cambio en la carga superficial viene dado ya que Aβ42 posee punto 

isoeléctrico cercano al pH de análisis de la muestra (entre 5 a 5,5) y de esta forma 

contribuye a restar la carga negativa de la superficie de las NPO. No obstante, al 

analizar las muestras por DLS se observa una ligera tendencia a aumentar el 

diámetro hidrodinámico de ambas NPO, la cual no fue estadísticamente 

significativa. Esto se puede deber a la sensibilidad del equipo y por ende los 
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agregados de Aβ42 adsorbidos en la superficie de ambas NPO podrían ser muy 

pequeños para ser detectados por éste. Otra posible explicación es que se forme 

la denominada “soft corona”118, 119, la cual implica la formación de interacciones 

más débiles entre el péptido Aβ42 y la superficie de ambas NPO, y por ende es 

más fácil que se desprendan los agregados de Aβ42 con la manipulación de la 

muestra. Por lo tanto, tomando estos resultados en conjunto se puede sustentar el 

hecho de que efectivamente Aβ42 interacciona con la superficie de NPrO y de 

NeO. Además, esta información se condice con estudios previos que han 

mostrado que las moléculas de PEG no son moléculas completamente inertes102, 

y que al poseer una carga negativa en su extremo (debido a la presencia de un 

grupo carboxílico) pueden promover la adsorción de Aβ42 sobre la superficie de 

nanopartículas mediante una interacción electrostática.  

 

6.1.5 Efecto de la curvatura de NPO en la interacción con Aβ42  

 

A continuación, se analizó el comportamiento de Aβ42 sobre la superficie 

de ambas NPO con el fin de obtener indicios acerca de las interacciones locales 

entre estas mediante espectroscopia Raman73, 88, 89. Para este análisis, se 

utilizaron las señales de tres aminoácidos: Tyr10, Phe19,20 y Met35, los cuales 

están localizados en diferentes regiones de la estructura del péptido Aβ42 en su 

estado agregado. Tyr y Phe representan el extremo N-terminal de Aβ42 en el 

estado agregado (Tyr se encuentra en la parte inicial mientras que las Phe están 

en la parte final del extremo N-terminal (justo antes del loop) mientras que Met 

está localizada en la porción media del extremo C-terminal12, 120, 121. Por lo tanto, 
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las señales de estos tres residuos permiten determinar modos de interacción 

diferencial considerando la proximidad de estas regiones entre el péptido Aβ42 

con la superficie de curva de las NeO o plana de los NPrO. De forma interesante, 

nuestro estudio mostró una intensidad diferente para cada uno de estos residuos 

con la presencia de cada NPO. Este resultado sugiere que la interacción entre 

estas regiones con la superficie de cada NPO es diferente y depende de la forma 

que posee la NPO, ya que es la única característica en que difieren éstas. En la 

presencia de NPrO, Tyr y Met muestran un aumento de intensidad de su señal lo 

que da cuenta de una mayor proximidad con la superficie de los NPrO mientras 

que la intensidad de señal para Phe es menor y por lo tanto esta se encuentra 

más alejada de la superficie del NPrO (Fig. 6.1a). La localización espacial de este 

último aminoácido es muy importante ya que la Phe participa directamente en el 

proceso de agregación permitiendo el alargamiento de las fibras mediante 

interacciones de tipo “π stacking” con otros monómeros122-124. Así, la superficie 

plana de los NPrO puede estar actuando de un modo dual: por un lado 

incrementado la concentración local de Aβ42 a través de interacciones con Tyr y 

Met, como si fuesen puntos de anclaje, y por otro lado promoviendo las 

interacciones monómero-monómero gracias a la Phe libre y de esta forma, 

aumentando el proceso de agregación a lo largo de la superficie plana del NPrO. 

Adicionalmente, de los espectros Raman se observa un aumento de la intensidad 

de la señal que corresponde a estructuras β, lo cual puede indicar la presencia de 

un alto contenido de estructura secundaria β sobre la superficie del NPrO. Estos 

resultados proveen mayor evidencia para sustentar la hipótesis de que la forma 

plana del NPrO actúa como una especie de plataforma sobre la cual los 
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monómeros de Aβ42 adoptan una posición que promueve las interacciones 

intermoleculares, lo que se traduce finalmente en una aceleración de las cinéticas 

de agregación.  

Con respecto a las NeO, del espectro Raman se observa una alta 

proximidad de Tyr sobre la superficie curva de las NeO, mientras que las Phe se 

encuentran menos cerca y la Met es el más alejado de la superficie de las NeO 

(Fig. 6.1b). En este caso, los monómeros de Aβ42 solo tendrían un aminoácido 

como punto de anclaje a la superficie curva de las NeO y ya que la Phe también 

estaría más cerca de la superficie de éstas, podría significar que el extremo N-

terminal de Aβ42 estaría adsorbido sobre la superficie del PEG. Como se 

mencionó antes, Phe genera contactos importantes entre monómeros que 

promueven la agregación, por lo cual al encontrarse ligeramente adsorbido en el 

PEG el proceso de agregación se vería entorpecido o desacelerado. Esto se 

puede explicar debido a que la curvatura de las NeO puede provocar que queden 

espacios entre las moléculas de PEG, por los cuales se podrían adsorber y ocultar 

ciertas zonas del péptido Aβ42. Por otro lado, el PEG sobre una superficie plana, 

como la de los NPrO, no tiene tanta libertad y por ende se encuentran apilados 

entre sí sin dejar espacios entre ellos. Esto se ha observado en esferas 

funcionalizadas con oligonucleótidos los cuales dejan espacios entre si debido a la 

curvatura de las esferas125. De esta forma, estos espacios podrían facilitar la 

interacción del residuo Phe con la parte hidrofóbica del PEG y por ende del 

extremo N-terminal del péptido Aβ42. Esto se correlaciona con lo observado por 

Raman donde el extremo N-terminal (que posee residuos hidrofóbicos) posee una 
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mayor cercanía con la estructura metálica de las NeO, y en estudios previos de 

dinámica molecular en los cuales se determinó que el PEG tiene una tendencia  a 

interaccionar con el extremo N-terminal de Aβ42 debido a sus características 

anfifílicas126.  Por lo tanto, estos resultados corroboran lo observado en las 

cinéticas donde el proceso de agregación se desacelera por la presencia de las 

NeO modificando el mecanismo de agregación hacia un mecanismo de nucleación 

secundaria/fragmentación.  

Los resultados obtenidos se condicen con lo descrito para el proceso de 

agregación que ocurre sobre superficies con carga negativa, tales como las 

membranas biológicas de las neuronas. En este sentido, aun cuando el péptido 

Aβ42 posee un punto isoeléctrico cercano a 5.5127, el extremo N-terminal de Aβ42 

presenta una elevada densidad de cargas positivas114, lo cual predomina y le 

confiere la capacidad de interaccionar tanto con cargas negativas como las de 

gangliósidos (GM1)128 y fosfolípidos129, así como también con otro tipo de 

moléculas como colesterol130 que están presentes en la membrana neuronal. 

Estudios de agregación de Aβ42 en presencia de líquido cefalorraquídeo o de 

membranas fosfolipídicas han demostrado que una de las etapas primordiales que 

domina el proceso de agregación es la nucleación secundaria129, 131, en la cual la 

superficie de las fibras ya formadas cataliza la generación de nuevas especies 

intermediarias oligoméricas que son tóxicas. De hecho, estudios realizados en 

modelos murinos a los cuales se les inyectó pequeñas fibras de Aβ mostraron una 

aceleración del proceso de agregación132, soportando que in vivo las fibras 

inyectadas actúan como una templado o superficie que promueve la agregación 
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mediante la nucleación secundaria. Estos resultados también fueron observados 

en estudios de dinámica molecular133. Así, la nucleación secundaria es una de las 

etapas clave en la generación de nuevos oligómeros101, a los cuales se les han 

atribuido un sin número de efectos tóxicos debido a su alta reactividad. Dentro de 

estos efectos, se encuentra la capacidad de interactuar con membranas biológicas 

generando poros lo cual conlleva a un desbalance quimiosmótico con la 

consiguiente muerte neuronal26, 134, 135. En este sentido actualmente existen dos 

estrategias para disminuir la concentración de oligómeros tóxicos en estado 

estacionario: utilizar inhibidores para enlentecer la cinética de formación de 

oligómeros o catalizadores para acelerar el proceso de agregación y convertir los 

oligómeros en fibras136. Con respecto al uso de inhibidores, una de las principales 

desventajas de esta estrategia es la concentración del inhibidor108, ya que para 

interaccionar con la mayor cantidad de especies oligoméricas se requiere 

mantener altas concentraciones del agente inhibitorio, que es más complejo de 

lograr en sistemas in vivo. Junto con esto, enlentecer este proceso no detiene la 

formación de oligómeros, sólo lo retrasa. Además, en este sentido aun cuando las 

NeO desaceleran el proceso de agregación, promueven la fragmentación de las 

fibras lo que puede producir especies de menor tamaño similares a los oligómeros, 

lo cual contribuiría constantemente a generar especies oligoméricas, aumentando 

su concentración y por ende la toxicidad de la muestra. Por otro lado, el uso de 

agentes catalizadores como los NPrO aceleran el proceso de agregación, 

específicamente la nucleación secundaria, y podrían aumentar la tasa de 

formación de oligómeros83. Sin embargo, aun cuando la concentración de 

oligómeros se puede incrementar, cabe destacar que estos quedan disponibles 
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para el proceso de elongación mediante el cual se convertirían en especies de 

mayor peso molecular, fibras por ejemplo, que son mucho más estables y menos 

tóxicas que los oligómeros136. De esta forma, el uso de agentes catalizadores en el 

proceso de agregación disminuye la concentración de los oligómeros tóxicos en el 

tiempo y por ende la toxicidad de la muestra. Por lo tanto, los resultados obtenidos 

con ambas NPO se correlacionan con lo descrito en literatura, donde el uso de 

moléculas que aceleren el proceso de agregación ha emergido como una 

estrategia interesante mediante la cual disminuir la presencia de intermediarios 

oligoméricos tóxicos83, 87, 136, 137.  

En conclusión, en este trabajo se logró describir y determinar el mecanismo 

molecular de tanto NPrO como NeO sobre el proceso de agregación de Aβ42 y 

cómo, sólo modificando la forma de la NPO, estas pueden alterar el 

comportamiento de Aβ42 y su agregación sobre la superficie de las NPO. Esta 

información es valiosa debido a que solo modulando la forma de la NPO se puede 

inducir un comportamiento de Aβ42 completamente diferente y desplazar el 

equilibrio del proceso de agregación hacia la formación de fibras, disminuyendo la 

concentración de especies intermediarias tóxicas con una superficie plana o por 

una superficie curva enlenteciendo el proceso de agregación. Así, esta 

investigación tendría un alto impacto a la hora de seleccionar la forma de la NPO a 

utilizar y en un potencial uso en el futuro diseño de estrategias que permitan el 

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 
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A  

 
B 

 
Figura 6.1 Modelo propuesto para el mecanismo molecular de las NPO sobre el proceso de agregación de 

Aβ42. Los residuos Tyr, Phe y Met están localizados en posiciones clave de la conformación canónica de 

Aβ42 en el estado agregado. A, la superficie plana de los NPrO acelera el procesos de agregación mediante 

el incremento de la concentración local y promoviendo las interacciones péptido-péptido entre los monómeros 

de Aβ42. B, la superficie curva de las NeO impide la correcta acomodación o posicionamiento de los 

monómeros de Aβ42 sobre la superficie de las NeO, y de esta forma, desacelera el proceso de agregación 

dificultando la interacción péptido-péptido.  
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6.2 Conclusiones 

 

➢ Se obtuvieron dos nanosistemas NPrO y NeO, funcionalizados y 

estabilizados con PEG, con propiedades fisicoquímicas similares donde 

solamente varía la curvatura que poseen ambas NPO.  

➢ NPrO aceleraron las cinéticas de agregación de Aβ42 sin modificar el 

mecanismo de agregación de nucleación secundaria multipasos. El efecto 

estaría dado mayoritariamente sobre la etapa de nucleación secundaria. 

➢ NeO desaceleraron las cinéticas de agregación de Aβ42 y además si 

modificaron el mecanismo de agregación de una nucleación secundaria 

multipasos a una nucleación secundaria/fragmentación.  

➢ La presencia de NPrO o de NeO afecto al proceso de agregación de Aβ42 

desde el punto de vista cinético y no alteró la estructura secundaria de los 

agregados de Aβ42.  

➢ Ambas NPO modificaron el largo de la población de fibras de Aβ42. En 

presencia de NPrO fueron más largas que el control mientras que en 

presencia de NeO fueron más cortas.  

➢ Para ambas NPO se observó la interacción con el péptido Aβ42, tanto por 

la formación de la corona de proteínas compuesta por pequeños agregados 

del péptido Aβ42, que rodean a ambas NPO, como por la colocalización 

observada entre las fibras de Aβ42 con cada NPO.  

➢ Se determinó que en la interacción entre Aβ42 y cada NPO participan 

distintos aminoácidos. En el caso de NPrO, se observa que Tyr y Met están 

más cerca de la superficie plana del prisma. Para el caso de NeO, Tyr y 
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Phe están más cerca de la superficie, por lo cual el extremo N-terminal 

completo de Aβ42 estaría más cerca de la superficie curva de la esfera.  

 

De esta forma, los resultados obtenidos en la presente tesis sustentan y validan la 

hipótesis propuesta de que la curvatura de las NPO funcionalizadas con PEG 

modifican el proceso de agregación de Aβ42.  

 

6.3 Proyecciones 
 

 A futuro, se espera poder evaluar el efecto citotóxico de las especies 

formadas a tiempo final de las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 en 

presencia de NPrO o de NeO en líneas celulares de neuronas así como también 

en cultivo primario de neuronas hipocampales. Este tipo de estudio permite 

determinar si las especies formadas por la presencia de un tipo particular de NPO 

serán tóxicas o no, por lo cual vendría a validar lo observado en las cinéticas 

desde un punto de vista biológico así como también a demostrar las bioseguridad 

del uso de una determinada NPO.   

 Por otro lado, en nuestro laboratorio se cuentan con otro tipo de formas de 

NPO, entre estas nanovarillas y nanoestrellas de oro, las cuales se pretenden 

analizar y evaluar su efecto sobre las cinéticas de agregación del péptido Aβ42 así 

como también del comportamiento que presente éste sobre la superficie de estas 

NPO. El uso de este tipo de nanoestructuras es bastante interesante ya que 

ambas combinan superficies planas y curvas, es decir son superficies mixtas, por 
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lo cual amplia el espectro del entendimiento de cómo se comporta Aβ42 sobre otro 

tipo de superficies.  

 Finalmente, otro tipo de estudios que se proponen a futuro son los 

relacionados con microfluidica. Este tipo de metodología permite el análisis del 

comportamiento del proceso de agregación en un sistema confinado debido a las 

dimensiones en las cuales se realizan los ensayos, que son a escala micro. Este 

tipo de aproximaciones permitiría emular de forma más adecuada un sistema 

biológico y las interacciones que se darían entre las NPO con el péptido Aβ42 bajo 

un confinamiento espacial.       
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