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Abreviaturas

AB: Péptido B-Amiloide

APP: Proteina Precursora de Amiloide
CTAB: Bromuro de Cetiltrimetilamonio

DLS: Dispersion Dinamica de la Luz

EA: Enfermedad de Alzheimer

EDC: 1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil) Carbodiimida
NHS: N-Hidroxisuccinimida

NPO: Nanoparticula de Oro

NPrO: Nanoprismas de Oro

NPs: Nanoparticulas

NVO: Nanovarillas de Oro

PBS: Buffer Fosfato

PEG: Polietilenglicol

pZ: Potencial Z

RPS: Resonancia Plasmonica de Superficie.
TEM: Microscopia Electrénica de Trasmision

Tio: Tiosulfato de Sodio

12



Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en el adulto mayor, provocando
deterioro cognitivo progresivo. Hoy en dia no existe cura para esta enfermedad, ademas los
tratamientos disponibles solo permiten retrasar el avance de la EA por un periodo de tiempo. Debido

a esto se hace necesario crear un sistema para la deteccion temprana de la EA.

En esta memoria de Titulo se busca crear un sistema de nanoparticulas que permitan mejorar la
deteccion de agregados toxicos del péptido 3-amiloide (AB), mediante la técnica de espectroscopia
de fluorescencia, ya que estos agregados estan relacionados con el desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer (EA).

Para lograr esto se sintetizaron Nanovarillas de oro (NVO) y Nanoprismas de oro (NPrO), los cuales
fueron estabilizados con polietilenglicol y posteriormente modificados con el péptido D1, este péptido
reconoce selectivamente agregados del péptido ABR. Estas nanoparticulas fueron caracterizadas
mediante espectrofotometria UV-Visible, dispersion dinamica de la luz (DLS), potencial Zeta (pZ) y
microscopia electrénica de trasmision y barrido (STEM). Se determin6 que estas nanoparticulas son
capaces de aumentar la fluorescencia basal de la sonda fluorescente CRANAD-2 al estar unida a
los agregados téxicos del péptido AR, alcanzando un aumento de hasta 3 veces al utilizar NVO y de

2 veces al utilizar NPrO.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the main cause of dementia in the elderly, causing progressive cognitive
deterioration. Nowadays there is no cure for this disease, in addition the available treatments only
allow to delay the advance of the AD for a period of time. Due to this it is necessary to create a system

for the early detection of AD.

In this title report, the aim is to create a system of nanoparticles that can improve the detection of
toxic aggregates of the B-amyloid peptide (AB), by means of the fluorescence spectrometry technique,

since these aggregates are related to the development of the Alzheimer's disease (AD).

To achieve this, gold nanorods (NRO) and gold nanoprisms (NPrO) were synthesized, which were
stabilized with polyethylene glycol and subsequently modified with the D1 peptide, this peptide
selectively recognizes aggregates of the AR peptide. These nanoparticles were characterized by UV-
Visible spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS), Zeta potential (pZ) and electron
microscopy of transmission and exploration (STEM). It was determined that these nanoparticles are
able to increase the basal fluorescence of the fluorescent probe CRANAD-2 by being bound to the
toxic aggregates of the AB peptide, reaching an increase of up to 3 times when using NRO and 2

times when using NPrO.
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Introduccion

En los dltimos afios la poblacion mundial ha envejecido a un ritmo mayor que en afios anteriores,
por lo que la atencién en la salud se ha visto en la necesidad de mejorar los servicios entregados
para las personas. Esta mejora en los servicios salud ha redundado en un aumento considerable en
las expectativas de vida. Sin embargo, esto ha llevado consigo a un aumento considerable en el
numero de personas con enfermedades no trasmisibles, entre estas enfermedades se destaca un

aumento en la incidencia de la demencia.

La demencia es un sindrome mayormente de naturaleza crénica o progresiva, entre estas la de
mayor incidencia es la Enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad al igual que las demas
demencias no tiene aln cura. El tratamiento disponible permite retrasar el avance de la enfermedad

solo por un periodo de tiempo?.

A partir de esto es que surge la necesidad de generar nuevas alternativas para detectar y tratar esta
enfermedad en etapas méas tempranas, y es aqui donde la nanotecnologia entra en juego. En esta
memoria se buscara demostrar que utilizando nanoparticulas plasménicas se podra mejorar la
deteccion de agregados de 3-Amiloide por fluorescencia, los cuales segun la hipétesis de la cascada

amiloide son la principal causa que desencadena el desarrollo del Alzheimer.?

Enfermedad de Alzheimer:

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia entre los adultos mayores. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) informé que en el mundo hay aproximadamente
47,5 millones de personas que padecen demencia, y cada afio se registran 7,7 millones de nuevos
casos. La enfermedad de Alzheimer, que es la causa de demencia mas comun, acapara entre
un 60% y un 70% de los casos.?

En Chile el Alzheimer es la sexta causa de muerte, afectando a 3.57% de la poblacién, lo que se

traduce en 179.722 personas afectadas.*
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Hoy en dia no existe ningln tratamiento que pueda curar esta enfermedad o revertir su progresion.
Solo existen numerosas intervenciones que buscan apoyar y mejorar la vida de las personas con

esta enfermedad y la de sus cuidadores y familia.?

La enfermedad de Alzheimer es de origen multifactorial y esta caracterizada por la pérdida de
memoria en el individuo que la padece. Varias evidencias han vinculado la formacion de agregados
de B-Amiloide intraneuronal con la aparicién de esta enfermedad. Esta formacién de agregados [3-
Amiloide seria la causante de la perdida de sinapsis entre las neuronas, lo que conllevaria a la
pérdida de memoria.’ La hip6tesis actualmente méas aceptada y es denominada como “Hipétesis de

la cascada amiloide”.?

Dicha hipotesis postula que la deposicion del péptido B-amiloide en el parénquima cerebral es un
paso crucial que conduce al desarrollo del Alzheimer. Esta hipétesis ha sido modificada a lo largo de
los afios, ya que ha quedado claro que la correlacién entre la demencia u otras alteraciones

cognitivas y la acumulacion de B-amiloide en el cerebro en forma de agregados no es lineal.?

La actual hipotesis de la cascada amiloide sugiere que la sinaptotoxicidad y la neurotoxicidad pueden
estar mediadas tanto por las formas insolubles como por las solubles del péptido 3-amiloide?. En la
figura 1 se presentan las diferentes posibles causas que conllevarian a la aparicion de la enfermedad
de Alzheimer familiar. Tal como se menciona en dicha figura, estos factores serian los responsables
de la agregacion del péptido B-amiloide. Este péptido al estar agregado puede presentarse en dos
estados: Soluble e Insoluble, los cuales al verse sometido a un “proceso de agregaciéon” (término
utilizado para describir los mecanismos potenciales que conducen a la agregacion de B-amiloide),
conllevaria a la formacién de filamentos helicoidales apareados (PHF) de los agregados de la
proteina intracelular TAU y por ultimo a una disfuncién neuronal o muerte neuronal dando origen a

la Demencia tipo Alzheimer.2

16



[aep |

PSEN1 and/or PSEN2 : 1 : ALETAD mutations Figura 1: En esta imagen se muestra que

FAD mutation: Trisomy 21 . o
o ) AB42 aggregation : la proteina precursora amiloide (APP),
/ \ Deposited debido a la mutacibn autosémica

Soluble forms N amyloid-3 X L.,
of oligomeric AR . ‘peplide | dominante causan la aparicion temprana

‘*\— 7 de la enfermedad de Alzheimer familiar,
S AGGREGATE STRESS: S los genes afectados son: presenilina
' 1(PSEN1), PSEN2 y APP2.

¢

PHF formation
B

Neuronal dysfunction and death

v

Dementia

Nature Reviews | Drug Discovery

Deteccion de agregados de 3-amiloide utilizando sondas fluorescentes:

Tal como se ha mencionado anteriormente, una posible causa de la enfermedad de Alzheimer es la
formacién de agregados del péptido B-amiloide en el cerebro, los cuales al acumularse en el tiempo
y al agregarse (figura 1), conducen a la aparicién de los sintomas clinicos de esta enfermedad. Es
asi como, actualmente esta enfermedad se detecta tardiamente ya que su diagnéstico se realiza 25
a 30 afios después del comienzo de la enfermedad cuando ya estan presentes los sintomas clinicos
como la muerte neuronal. Debido a esto buscar una alternativa para aumentar la sensibilidad en la
deteccion de la formacion de estos agregados, facilitaria el diagnéstico de esta enfermedad antes
de la aparicion de sus sintomas.®

En la actualidad la sonda tioflavina es la mas utilizada en para deteccion de agregados 3-amiloides
in vitro y ex vivo’, pese a la baja afinidad que tiene por los agregados B-amiloides (Kd= 580 nM).
Debido a esto se ha puesto atencion en la busqueda de nuevas sondas selectivas para la deteccion
de estos tipos de agregados.® Se ha demostrado que los derivados de la curcumina poseen una gran
selectividad por los agregados de B-amiloide, entre estos derivados se destaca la sonda fluorescente

CRANAD-2(figura 2), el cual posee una alta afinidad por estos agregados (Kd=38.0 nM).8

FugF
A) O OH B) oo
HsCO. s Az OCH, s A A~
O O HaC. O O -CHg
HO . OH N N
Curcumin CHg CRANAD-2 CH,

Figura 2: Comparacion entre estructura de Curcuminay CRANAD-2
A) Estructura de la Curcumina  B) Estructura del CRANAD-28
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Ademas de estas caracteristicas el CRANAD-2 al interaccionar con los agregados de B-amiloide se
produce un aumento de 70 veces en su fluorescencia normal, el cual se puede ver en la figura 3,
este efecto es conocido como “switches on”. Este compuesto posee espectros de absorciéon y
emisién de la fluorescencia centrados en la region infrarroja del espectro en la que existe poca
absorcion de los tejidos (figura 4). Es asi que se ve facilitada la deteccion de fluorescencia en dicha
regiéon ya que los tejidos tienen muy baja absorcién de la radiacion infrarroja.® En el caso de la
tioflavina, también se produce el efecto “switches on” al interaccionar con el péptido AB. A diferencia
de la sonda CRANAD-2, la tioflavina tiene espectros de emisién de fluorescencia con maximos
centrados en alrededor de los 480 nm. No obstante, considerando su potencial uso para deteccion
in vivo, el principal problema de utilizar sondas que producen emision en esta zona es que los tejidos
presentan una alta absorcion en esta zona del espectro (figura 4), viéndose dificultada la deteccion

de la fluorescencia en esta region.

2501 i
{+ With Ap40 aggregates B +ax
2001 1001
: u Figura 3: Efecto “switch on” en la fluorescencia de
150. 501 CRANAD-2 (100 nM) al interaccionar con
1 agregados B-amiloide (linea roja) (A); CRANAD-2
100. [y - . . : . solo en PBS (linea negra). B) CRANAD-2 solo
50 700 W75° I l:;?m( 85;0 900 (intensidad de emision es amplificada 30 veces).?
b avelength (nm|
]l + CRANAD-2only
0

700 750 800 850 900
Wavelength (nm)
En este proyecto se plantea utilizar la sonda fluorescente CRANAD-2 para detectar agregados -
amiloide in vitro por su espectro de emision en el infrarrojo y por su mayor afinidad por los agregados
B-amiloides (Kd=38.0 nM)® en comparacion a la sonda tioflavina (Kd=580nM)’. Pese a estas
propiedades mejoradas, en la Enfermedad de Alzheimer la deteccion precoz es indispensable para
atenuar la progresion de la enfermedad, por lo cual también seria deseable poder aumentar la
intensidad de emisién de la sonda fluorescente. Para esto, la nanotecnologia podria ser una

herramienta interesante.
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Nanoparticulas plasmoénicas vy sus aplicaciones en diagndéstico y terapia:

Las nanoparticulas metdlicas son nano estructuras que poseen interesantes propiedades; tales
como una gran area superficial, alta reactividad quimica, pequefio tamafio y propiedades Opticas,
por lo cual pueden ser usados en aplicaciones médicas como: agentes de diagndstico, entrega de
farmaco y para terapias fototérmicas.'* En el caso de las nanoparticulas constituidas de oro,
conocidas como nanoparticulas de oro (NPO), poseen tamafios que oscilan desde los 1 a los 150
nm, se han convertido en las de mayor interés debido a que son muy estables, biocompatibles, faciles
de sintetizar y de ser visualizadas mediante microscopia electrénica.!?

Tal como se mencionaba anteriormente entre las propiedades que poseen las nanoparticulas, se
encuentra su gran area superficial, la cual nos permite funcionalizarla, es decir, que podemos unir
diversas moléculas a la superficie de estas NPO, logrando asi dirigir a estas NPO a sitios de
interés.314 Esta funcionalizacion es gracias a que el oro (Au) puede reaccionar con grupos sulfidrilos
generandose un enlace covalente dativo.!®> Debido a este enlace Au-tiol, las NPO pueden ser
funcionalizadas con diversas moléculas tales como farmacos, moléculas de DNA/RNA, péptidos,
anticuerpos, polimeros, etc. Dada esta gran versatilidad, la funcionalizacion de la superficie de las
NPO les confiere una gran ventaja en su uso en diagndstico y deteccién de enfermedades, y por
ende han sido utilizadas en diversas aplicaciones biomédicas entre las que podemos mencionar su
uso como agentes de contraste en imagenologial®, como biosensores!” y a la capacidad de

transportar farmacos (Drug delivery) y diversas moléculas.1819:20
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Otra de las propiedades a destacar de las nanoparticulas de oro, hierro y de plata es la resonancia
plasmonica de superficie (RPS) o también conocida como efecto plasmoén, esta caracteristica
depende de la forma, tamafio y composicién de la nanoparticula y de las propiedades del medio que
las rodea.?!

La resonancia plasmonica de superficie (RPS) puede considerarse como el movimiento colectivo de
los electrones en la superficie del metal causados por la interaccion con un campo electromagnético
(figura 5).%! Debido a esta caracteristica que tienen las nanoparticulas, es que se observan ciertas
propiedades épticas particulares, por ejemplo, en el caso de nanoparticulas de oro, al absorber luz,
causa que sus disoluciones adquieran coloraciones llamativas como tonalidades rojizas, al contrario

del tono dorado que presenta este elemento cuando se encuentra a granel.!!

Figura 5: Efecto de RPS que se
produce en una nanoparticula de oro,
en la cual los electrones de la
superficie  oscilan  colectivamente
cuando son excitados a una
determinada longitud de onda mayor
que el tamafio de la nanoparticula.

Electric s
Field

Metal
nanosphere

Electron
cloud

Otra caracteristica que les confiere la resonancia plasmoénica de superficie, es el efecto fototérmico,
es decir que, al interaccionar la nanoparticula con una radiacion electromagnética, estas pueden
absorber la energia y luego liberarla en forma de calor local. Gracias a estas caracteristicas, las
nanoparticulas de oro se han utilizado para la destruccion de agregados proteicos toxicos?? y en

terapia antineoplasica.??

Efecto de aumento de fluorescencia por superficie en nanoparticulas plasmoénicas:

La sensibilidad para la deteccién espectroscépica puede ser amplificada con el uso de

nanoparticulas plasmonicas. Esta propiedad podria ser relevante para mejorar la deteccién de
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biomarcadores y lograr un diagnoéstico precoz de diferentes enfermedades. Una de las técnicas
espectroscépicas en la cual su sefial se ve aumentada por el plasmon de las nanoparticulas de
metales como oro, plata o cobre es la técnica SEF (Surface-Enhanced Fluorescence), tal como se
detalla en la figura 6.

En caso de NPs encapsuladas (ej. nanoparticulas con PEG o con silica), el efecto es llamado SHINEF
(shell-isolated nanoparticle-enhanced fluorescence).?* Este efecto de aumento en la fluorescencia
se debe a la interaccién entre la nanoparticula metalica y la molécula excitada, mejorando la tasa de
decaimiento radioactivo y con ello incrementando el rendimiento cuantico de la sonda.?®> La mejora
maxima que se puede obtener en la fluorescencia es cuando la absorcion electronica del color esta
en resonancia tanto con: la resonancia plasmaénica de la nanoparticula, como con la longitud de onda

de emision de la sonda y la distancia entre esta y la nanoparticula es alrededor de 10 nm.2¢

Es asi que, en el presente proyecto se empleardn nanoparticulas de oro para aumentar la
fluorescencia del CRANAD-2 unido a agregados téxicos de la proteina ApB.
Para ello se emplearan nanoprimas de oro (NPrO) y nanovarillas de oro (NVO) que poseen la banda

plasménica en la regién del infrarrojo.

30000
SHINEF

25000 /

Figura 6: Aumento de la fluorescencia de octadecil rodamina B
(R18), utilizando GNPs cubiertos con silice. (Espectro de
emisién con NPs esta en rojo y en ausencia de NPs esta en
negro).2¢
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Funcionalizacién de nanoparticulas plasmoénicas para dirigirlas hacia los agregados

toxicos de B-amiloide:

Para lograr un direccionamiento selectivo de la nanoparticula hacia los agregados de AR, estas se
funcionalizaran con un péptido, el cual le conferira una alta selectividad por los agregados AB. En
este caso utilizaremos el péptido D1, el cual pertenece a una familia de péptidos que poseen una
alta selectividad por este tipo de agregados 3-amiloides y tienen la capacidad de desagregarlas. En
nuestro grupo de investigacion se ha evaluado nanosistemas de oro funcionalizados con este péptido
y se ha observado que mantiene la capacidad de reconocimiento y prevencion de la agregacion del
péptido B-amiloide una vez que ha sido utilizado para funcionalizar nanoparticulas.?” Este péptido
D1, posee aminoacidos de la serie D, los cuales presentan ventajas con respecto a los aminoacidos
de la serie L, como: menor sensibilidad a proteasas, resistencia a la degradacion, vida media
superior, absorcién via oral y son menos inmunogénicos.?® Antes de la funcionalizaciéon de la
nanoparticula con el péptido D1, utilizaremos la alta reactividad que tiene la superficie de la
nanoparticula, para funcionalizarla con HS-PEG, el cual, al tener un extremo tiol, sera posible formar
un enlace estable S-Au por medio de quemisorcién.?® De esta manera se aumentara la estabilidad
coloidal de las nanoparticulas. Asimismo, permitird separar al péptido D1 de la superficie de la
nanoparticula lo que permitira una mayor interacciéon con agregados de AB. El HS-PEG contiene
ademas del grupo tiol un grupo carboxilico, que permitird la formacién de un enlace amida entre el
péptido D1 y el PEG tal como se representa en la figura 7. En nuestro laboratorio se han sintetizado
distintas formas de nanoparticulas de oro entre ellas se encuentran las nanoesferas (NeO),
nanovarillas (NVO) y nanoprismas de oro (NPrO), los cuales presentan plasmones caracteristicos a
lo largo del espectro UV-Visible-NIR, tal como se muestra en la figura 7. Para este caso utilizaremos
nanoparticulas de oro que presentan un plasmon superficial en la longitud de onda en el rango del
infrarrojo, dentro de la ventana bioldgica, como lo son las nanovarillas (NVO) y los nanoprismas

(NPro).2o31
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Figura 7: Espectro de absorcion de nanopatrticulas de oro y esquema de funcionalizacién. A) Espectro
de absorcion para NPrO, NVO y NeO, B) Esquema de funcionalizacion de NVO y NPrO.

Funcionalizacién con PEG y posteriormente con D1.
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Propuesta de Trabajo

En este proyecto las nanoparticulas NVO y NPrO, seran funcionalizadas con PEG y péptido D1 con

la finalidad de generar un sistema estable y selectivo para las fibras de AB. Con este sistema

buscamos aumentar la intensidad de la fluorescencia de la sonda fluorescente CRANAD-2 unida a

los agregados B-amiloide, utilizando para esto el efecto SEF producido por las nanoparticulas.

.\
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Figura 8: Esquema del sistema nanoparticulas y CRANAD-2 unido a fibra de A3 para mejorar su deteccion.
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Hipotesis
Debido a lo expuesto anteriormente se postula que:

“Nanoparticulas plasmoénicas funcionalizadas con el péptido D1 producen un aumento en la

intensidad de fluorescencia de CRANAD-2 unidos a agregados 3-Amiloide in vitro”.

Objetivo general:

Sintetizar Nanoparticulas plasmaénicas funcionalizadas con el péptido D1 y evaluar su efecto in vitro

sobre la intensidad de la fluorescencia de la sonda CRANAD-2 unidos a los agregados B-Amiloide.

Objetivos especificos:

1. Sintetizar Nanoparticulas plasmoénicas (NVO y NPrO) y funcionalizarlas con PEG y péptido
D1.

2. Evaluar la estabilidad coloidal de las nanoparticulas sintetizadas.

3. Evaluar el efecto de las Nanoparticulas sobre la intensidad de emisién de la sonda

fluorescente CRANAD-2 para detectar los agregados AB.
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Metodologia

1 Sintesis Nanoparticulas plasmonicas y funcionalizacién con PEG y
péptido D1.

1.1 Sintesis de Nanovarillas de oro (NVO) estabilizadas con CTAB.

Las NVO fueron sintetizadas usando el método mediado por semillas, en el cual se forman
en una primera etapa pequefias esferas y a partir de ellas se produce el crecimiento de la
NVO.30

En un primer paso, se preparo una solucion de semillas a partir de una mezcla de 42.5 pL
de HAuUCI4 (29.4 mM) y 4.7 mL de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) 0.1 M, la cual se
agité durante 5 minutos a 100 rpm. Posterior a esto se afiadié 300 pL del agente reductor
borohidruro de sodio 10 mM preparado en frio, para producir la reduccion de la sal de oro y
con ello la formacién de las semillas. Esta mezcla se mantuvo en agitaciéon durante 20
segundos a 1400 rpm y luego se dejé durante 15 minutos en agitacién suave. Las semillas

obtenidas se mantuvieron a 27°C hasta el momento de uso.

A continuacion, se preparé una solucién de crecimiento a partir de una mezcla de 170 pL de
HAuCls (29.4 mM) y 10 mL de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) 0.1 M, se mantuvo la
mezcla en agitacion vigorosa a 27°C hasta el término de la sintesis. Transcurridos 10
segundos se afadieron 75 uL de acido ascorbico 0.1 My 80 uL AgNOz 5 mM se esperaron
30 segundos y se afiadieron 120 uL de las semillas preparadas anteriormente, 20 segundos
después se retiré el agitador magnético y se dejo reposar la solucion durante 30 minutos a
27°C. Una vez terminado el tiempo de espera, el producto obtenido se centrifugo a 5900 g
durante 30 minutos, el pellet obtenido se resuspendio en agua milli-Q3! y se almaceno a
27°C. Una vez terminada la sintesis las nanoparticulas fueron caracterizadas por: UV-

Visible, DLS, Potencial Z y STEM.?’
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1.2 Funcionalizacién de NVO con PEGs:

Las NVO obtenidas fueron conjugadas con una mezcla de polietilenglicol (HS-PEG-OMe y
HS-PEG-COOH) para dar estabilidad y permitir la posterior funcionalizacion de la NVO.
Estos PEG poseen un grupo tiol que permiten la quemisorcion de estas moléculas sobre la
superficie de la nanoparticula. La funcionalizacién se realizé en dos etapas, primero 50 uL
de una solucion de SH-PEG-OMe 1 mM se agreg6 a 10 mL de una suspension de NVO-
CTAB 1 nM, la mezcla obtenida se dej6 reaccionar bajo agitacion magnética durante 10 min.
Las NVO-PEG-OMe fueron centrifugadas a 16100 g por 10 min y luego el sobrenadante fue
descartado. El pellet fue resuspendido en 10 mL de agua milli-Q. en la segunda etapa, se
agreg6 a la suspension de NVO-PEG-OMe 300 pL de una soluciéon de HS-PEG-COOH 1
mM y se dejo reaccionar durante una hora en agitacibn mecéanica, obteniéndose como
resultado una capa mixta de PEG-OMe y PEG-COOH sobre la superficie de la NVO (NVO-
PEGSs). Una vez terminada la conjugacion de los NVO fueron caracterizados por: UV-Visible,

DLS y Potencial Z.%7

1.3 Funcionalizacién de NVO con el péptido D1:

La funcionalizacion de las NVO con el péptido D1, se realiz6 mediante la formacién de un
enlace amida entre el PEG-COOH vy el péptido D1. Para llevar a cabo esto, se utilizaron los
reactivos 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimida/N-hydroxysulfosuccinimida
(EDC/NHS) con los cuales se formé un enlace amida, permitiendo unir el extremo carboxilo
del HS-PEG-COOH con el extremo amino del péptido D1. La solucion de NVO-PEGs se
centrifugaron a 16100 g por 10 min y el sobrenadante fue descartado. El pellet obtenido se
resuspendio en 100 pL de la solucion amortiguadora MES 0.1M pH 5.5. Posteriormente, se
agregaron 0.2 mg de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y 0.5 mg de sulfo N-
hidroxisuccinimida (Sulfo-NHS) en 100 yL de MES y se incubaron con la suspension de
NVO-PEGs por 15 min para activar los grupos carboxilos en la superficie de la NVO. El
exceso de EDC/Sulfo-NHS se removié posteriormente por centrifugacion a 16100 g por 10

min. Las NVO-PEGs activadas fueron mezcladas con 0.3 mg del péptido D1, en la solucion
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amortiguadora de PBS pH 7.4. La solucién se mantuvo bajo agitacion suave durante 24 hrs
a temperatura ambiente y fueron guardadas a 4°C.

Previo a su uso, las NVO-péptidos se centrifugaron a 16100 g por 10 min para eliminar los
péptidos no unidos.?® Una vez terminado el proceso de conjugacién de las nanoparticulas

con el péptido, seran caracterizadas por UV-Visible, DLS y Potencial Z.%’

1.4 Sintesis de Nanoprismas de oro:

Para la sintesis de NPrO se modificd el protocolo de Pelaz et al., 2012. Se prepararon 10
mL de una solucion acuosa de HAuCls de concentracion 2 mM, la cual se mezclaron con 12
mL de una solucién 0.625 mM de tiosulfato de sodio (Na2S203) con agitacién suave durante
9 minutos a temperatura ambiente. Para terminar la reaccién se adicionaron 2 mL de una
solucion 0.625 mM de Na2S203. Los NPrO obtenidos se dejaron reposar durante 30 minutos
y a continuacién fueron filtrados y almacenados a 4 °C32, Una vez terminada la sintesis las

nanoparticulas fueron caracterizadas por: UV-Visible, DLS, Potencial Z y STEM.?”

1.5 Funcionalizacién de Nanoprismas con PEG:

Los NPrO obtenidos fueron conjugados con PEG (HS-PEG-COOH). El protocolo utilizado es
a una solucién de 5 mL de NPrO con una absorbancia de 1, se le ajust6 el pH a 12 y se
mantuvo bajo agitacion suave y se afiadieron 0.5 mg de PEG disueltos en 15 pyL de agua
milli-Q ajustada a pH 10 y por ultimo se dejé agitando por 3 horas a velocidad suave.
Terminado el tiempo se centrifugd a 5900 g por 20 min para eliminar el exceso de PEG-
COOH, el pellet se resuspendié en agua milli-Q y se inicié el protocolo de purificacion, el
cual consta de centrifugaciones seriadas de 3300, 1500 y 400 g por 20 min. El pellet final
obtenido se resuspendido en agua milli-Q. Una vez obtenidas la muestra de NPrO
purificados se procedio a realizar una segunda funcionalizacién con HSPEG-COOH. A 5 mL
de NPrO purificados se les ajusto el pH a 12 y se mantuvo en agitacibn suave.
Posteriormente, se afiadieron 0.75 mg de HS-PEG-COOH disueltos en 150 pL de agua milli-
Q ajustada a pH 10 y por (ltimo se dej6 agitar por toda una noche. Terminada la

funcionalizacion la solucién obtenida se centrifugo a 3300 g por 20 min, el pellet obtenido se
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resuspendié en agua milli-Q y se almaceno a 4°C. Una vez terminada la conjugacién de los

NPrO fueron caracterizados por: UV-Visible, DLS y Potencial Z.%”

1.6 Funcionalizaciéon de Nanoprismas con el péptido D1:

La solucion de NPrO-PEG obtenida se centrifugaron a 3300 g por 15 min y se resuspendio
el pellet en 400 pL de agua milli-Q y se sdénico la solucién obtenida por 5 min. A continuacion
0.9 mg de EDC y 1.35 mg de Sulfo-NHS se agregaron a la soluciéon de NPrO-PEG durante
15 min para activar los grupos carboxilo. El exceso de EDC/sulfo-NHS fue removido
mediante una centrifugacién a 3300 g por 15 min, el pellet se resuspendié en una solucion
que contiene 0.3 mg del péptido D1 disuelto en PBS pH 7.4. Finalmente, la solucién se dej6
en agitacion durante toda la noche y al dia siguiente se centrifugo a 3300 g por 15 min a
temperatura ambiente para separar el péptido remanente, el pellet obtenido se resuspendid
en agua milli-Q. Los NPrO-PEG-D1 fueron almacenados a 4°C. Una vez terminada la
funcionalizacién de los NPrO con el péptido fueron caracterizados por: UV-Visible, DLS y

Potencial Z.27

1.6 Caracterizacion de las nanoparticulas:

Las nanoparticulas sintetizadas fueron caracterizadas en cada etapa de funcionalizacion,
mediante UV-Visible, DLS, Potencial Z y STEM.?” Para la caracterizacion mediante UV-
Visible, se utiliz6 el equipo PerkinElImer® modelo Lambda 25, con el cual se realiz6 un barrido
de 400-1100 nm de longitud de onda. Para la caracterizacion mediante DLS y Potencial Z se
utilizé el equipo DLS de Malvern modelo ZS, donde se realizé primero la medicion de DLS la
cual consto de tres repeticiones y se calculé el promedio de los valores obtenidos y
posteriormente a la misma muestra se le evalu6 Potencial Z, el cual consto de cinco
mediciones para obtener el valor promedio. Para la caracterizacion mediante STEM, se

utilizaron grillas FCF300-CU que fueron preparadas 24 hrs antes de ser analizadas.

2 Evaluacion de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas sintetizadas.

La estabilidad de las nanoparticulas fue evaluada mediante el uso de espectrofotometria

UV-Visible. Para ello se incubaron las muestras y se obtuvieron los espectros de las diversas
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soluciones.®® En este caso se utilizaron 3 soluciones: Agua, PBS y Medio de cultivo con
suero al 10%. Una vez preparadas las muestras de NVO-PEG-D1 0,5 nM y NPrO-PEG-D1
0,2 nM seran almacenadas a 37°C y se midieron a las 1; 2; 4; 6 horas de haber iniciado el

experimento.

3 Evaluar el efecto de las Nanoparticulas sobre la intensidad de la
fluorescencia de las sondas fluorescentes utilizadas en los agregados [3-

Amiloides.

0.05 mg B-amiloide (1-42) se resuspendieron en 100 yL de hexafluoroisopropanol (HFIP) y
luego de 30 min se liofilizé durante toda la noche. Al dia siguiente se agregaron 16 uL de
DMSO a la muestra liofilizada y se tomaron 5 pL de la solucién obtenida llevandola a un
volumen final de 310 pL con PBS, obteniéndose una solucion de B-amiloide a 10 uM. Una
vez preparada la solucion se procedi6 a preparar la placa de lectura Corning 3573. Se realizé
la medicion en el fluorimetro Biotek synergy mx en triplicado. Cada pocillo de la placa
contenia 20 uL de PBS, 25 pL de la solucion preparada de B-amiloide (obteniendo una
concentracion final de 5 uM), 2.5 pL de nanoparticulas a utilizar (NVO-PEG-D1 o NPrO-PEG-
D1) y 2.5 pL de la Sonda Fluorescente (concentracion final en el pocillo de 1 uM). Una vez
realizada la mezcla en la placa se procedié a medir inmediatamente en el fluorimetro a una
longitud de onda de excitacién de 640 nm y emisién de 715 nm. Los resultados obtenidos
seran comparados con la fluorescencia basal de AB+CRANAD-2 y se analizaran mediante
la prueba t Student, para conocer si los valores obtenidos son estadisticamente

significativos.
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Resultados y Discusiéon

1 Sintesis Nanopatrticulas plasmonicas y funcionalizacién con PEG y péptido D1.

1.1 Sintesis de Nanovatrillas de oro (NVO) estabilizadas con CTAB.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,

Potencial Z, y STEM para la sintesis de NVO, segun la metodologia mencionada anteriormente.

Al caracterizar las NVO se observé mediante UV-Visible dos maximos de absorbancia a 512 y 748
nm, caracteristicos de este tipo de nanoparticulas (figura 9). El primer maximo se relaciona con la
interaccién de la luz con el eje transversal de las NVO y el otro al de la luz con el eje longitudinal de

la NVO.26.30

NVO de Sintesis
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Figura 9: Espectro UV-Visible de NVO obtenidas de sintesis. Presenta dos maximos a 512 nmy 745 nm (Imagen
representativa)

Al caracterizar las NVO obtenidas de sintesis, mediante DLS, se obtuvieron los datos que se
presentan en la Tabla 1. Se observé que estas nanoparticulas debido a su asimetria presentan dos
picos maximos (Tabla 1, figura 10), uno relacionado con el tamafio del eje transversal de la particula

(maximo 1) y el otro con el eje longitudinal (maximo 2).3°
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Diametro Hidrodinamico Potencial Z

Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Maximo1l 1.50 0.05
Maximo 2  46.0 2.0 0412 *ar 3.2

Tabla 1: Diametro hidrodinamico y Potencial Z de NVO obtenidas de la sintesis. En A se presentan los datos
del diametro hidrodinamico (n=3) y en B se presentan los valores obtenidos de potencial Z para las NVO
obtenidas de sintesis (n=3).

Los datos obtenidos de potencial Z (Tabla 2) dan cuenta de que, las NVO obtenidas de sintesis
presentaron una carga superficial de +27 mV. Este valor de signo positivo se debe a la presencia de

CTAB en la superficie de la NVO. EI CTAB es un tensoactivo que es utilizado como agente

estabilizante de la NVO durante la sintesis y posee una carga positiva.30
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Figura 10: Gréfico de distribucion de tamafios de las NVO obtenidas de sintesis (Imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electrénica (figura 11), se comprobo la existencia
de distintas poblaciones de tamafio de NVO, donde la relacién de aspecto (largo/ancho) de las NVO
determino que la poblacidbn mayoritaria tiene una relacion de aspecto de 3:1, teniendo un largo
promedio de 34 £ 5 nm y un ancho de 10 + 2 nm. A diferencia de lo obtenido por DLS, donde el largo
de las NVO tiene un valor aproximado de 40 nm, esta diferencia entre las dos técnicas se debe a
que en la técnica DLS existe la formacién de una capa superficial de agua sobre la nanoparticula, lo
cual genera un aumento en el tamafio de la NVO que no esta presente al realizar STEM. Es asi que
con DLS se determina el diametro hidrodinamico a diferencia de lo que se hace con el STEM, en

donde se mide el tamafio de la nanoparticula metalica observada en la imagen de microscopia y que
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estd dado por la interaccion del haz de electrones con los atomos de oro que conforman la

nanoparticula.

Histograma Relacién aspecto NVO sintesis
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Figura 11: Imagen STEM e histograma de NVO obtenidas de sintesis, estas nanoparticulas tienen una
distribuciéon de tamafio de 34 nm aproximadamente con una relacion de aspecto de 3 (STEM Imagen
representativa; Histograma realizado con un n=3 de las imagenes obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que el protocolo de sintesis utilizado permitié obtener NVO
con una distribucién de tamafio de 34 nm aproximadamente. Lo cual fue confirmado mediante el uso
de DLS e imagenes STEM de la muestra.

La obtencién del espectro caracteristico mediante UV-Visible tuvo un maximo de 748 nm, siendo
este el valor caracteristico para la obtencién de NVO mediante este protocolo.3° Por otra parte, en
esta sintesis se utiliz6 CTAB como agente estabilizante, el cual al ser un agente catiénico se
esperaba que la carga superficial de las NVO fuera positiva, lo cual fue confirmado mediante la

informacién obtenida del potencial Z, dando un valor promedio de +27.2 mV.26:30

1.2 Estabilizacion de NVO mediante funcionalizacién con PEG

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,
Potencial Z, y STEM para la funcionalizacion de NVO con PEG, segun la metodologia mencionada

anteriormente.
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Al caracterizar las NVO-PEG, mediante UV-Visible (figura 12) se obtuvo la presencia de dos maximos
de absorcién 512 y 750 nm. Comparando con los datos obtenidos en las NVO de sintesis, se observa

un desplazamiento de 2 nm luego de haberse realizado la funcionalizacién con PEG.
NVO PEG
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Figura 12: Espectro UV-Visible de NVO funcionalizada con PEG. Presenta dos maximos a 512 nmy 750 nm
(imagen representativa).

Al caracterizar las NVO-PEG mediante DLS, se obtuvieron los datos que se presentan en la Tabla
2. Se observé que estas nanoparticulas al igual que las NVO de sintesis presentan dos picos
maximos de diametro hidrodinamico (Tabla 2, figura 13), en este caso se ve un aumento de los
diametros hidrodinamicos de las NVO-PEG, con respecto a las NVO de sintesis, por lo cual podemos
confirmar que hubo un recubrimiento con PEG que generé un aumento en el tamafio de la

nanoparticula.

Diametro Hidrodinamico Potencial Z
Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Méximo1l 5.4 0.2
Méximo 2 67 5.0 0.420 23 1.0

Tabla 2: Diametro hidrodinamico y Potencial Z de NVO luego de la funcionalizaciéon con PEG. En A se presentan
los datos del diametro hidrodinamico de las NVO (n=3) luego de la funcionalizacién con PEG, y en B se
presentan los valores obtenidos de potencial Z (n=3) para la misma muestra.
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Los datos obtenidos de potencial Z (Tabla 2) nos dan cuenta de que las NVO funcionalizadas con
PEG presentaron una carga superficial de -23 mV, este valor junto al didmetro hidrodinamico nos
permite confirmar que la funcionalizaciéon con PEG se realiz6 correctamente. Este valor obtenido se
debe a que el PEG utilizado presenta un extremo carboxilico, el cual al estar en solucién adquiere
carga negativa, ademas al unirse a la superficie causa el desplazamiento del CTAB presente en la
NVO, perdiendo de esta forma la molécula que conferia carga positiva al sistema.
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Figura 13: Gréfico de distribucion de tamafios de las NVO obtenidas después de la funcionalizacién con PEG
(imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electronica (figura 14), se observo que la relacion
de aspecto en comparacién con las NVO obtenidas de sintesis aumento de 3:1 a 4:1 luego de la
funcionalizacion con PEG, pero manteniendo el tamafio observado anteriormente 33 +5nmy 8+ 1
nm. Mediante DLS se obtiene un largo de 66 nm aprox., esto es debido tanto a la capa superficial de
agua que rodea a la nanoparticula y al PEG, el cual no puede ser visualizado mediante STEM sin el
previo tratamiento de tincién. Por lo tanto, la imagen STEM solo nos estard dando el tamafio de la

nanoparticula sin tomar en cuenta al PEG.

35



Histograma Relaciéon aspecto NVO PEG

807

Frecuencia (%)
e o
o o
1 1

N
o
1

04
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Relaciéon Largo:Ancho

Figura 14: Imagen STEM e histograma de NVO obtenidas después de la funcionalizacion con PEG, estas
nanoparticulas tienen una distribuciéon de tamafio de 33 nm aproximadamente y una relacion de aspecto de 4
(STEM Imagen representativa; Histograma realizado con un n=3 de las imagenes obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que el protocolo de funcionalizacion utilizado nos permite
obtener NVO funcionalizadas con PEG, obteniéndose un leve desplazamiento en los espectros UV-
Visible, pudiéndose confirmar que esta funcionalizacion ocurrié mediante la variacion en el tamafio
del didmetro hidrodindmico, el cual era de 45 nm para las NVO de sintesis y posterior a la
funcionalizacién dieron un valor de 66 nm. Por otra parte, el potencial Z también nos confirma que
existe un cambio en la superficie de las NVO, ya que el potencial Z de esta varia desde +27 mV a -
23 mV, lo que implica que el CTAB fue removido de la superficie de la nanoparticula y el PEG sea
unido a esta, debido a que este posee un grupo carboxilo terminal, confiriéndole asi una carga

superficial negativa a la NVO.26

1.3 Funcionalizacién de NVO-PEG con péptido D1

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,
Potencial Z, y STEM funcionalizacion de NVO-PEG con péptido D1, segin la metodologia

mencionada anteriormente.

Al caracterizar las NVO-PEG-D1, mediante UV-Visible (figura 15) se obtiene la presencia de dos
maximos de absorbancia 512 y de 754 nm. Comparando con los datos obtenidos en las NVO-PEG,

el maximo obtenido a 750 nm se desplaz6 a 754 nm, este cambio al igual que en la etapa de
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funcionalizacion anterior corresponde a un leve desplazamiento del plasmon de las NVO al ser

funcionalizadas.
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Figura 15: Espectro UV-Visible de NVO-PEG funcionalizadas con D1. Presenta dos maximos a 512 nmy 754
nm (Imagen representativa).

Al caracterizar las NVO-PEG funcionalizadas con el péptido D1, mediante DLS se obtuvieron los
datos que se presentan en la Tabla 3. Se observd que estas nanoparticulas al igual que los datos
obtenidos anteriormente, presentan dos maximos de diametro hidrodinamico (Tabla 3, figura 16), en
este caso se ve un aumento mayor en el didmetro hidrodinamico de las NVO-PEG-D1, con respecto
a las NVO-PEG obtenidas en la etapa anterior. Este aumento se debe a la funcionalizacién con el

péptido D1, el cual al igual que el PEG causa un aumento en el tamafio de la nanoparticula.

Diametro Hidrodinamico Potencial Z
Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Maximo 1l 4.00 0.06
4 -6. e
Maximo 2 76.4 1.6 0.469 6.6 5

Tabla 3: Didmetro hidrodindmico y Potencial Z de NVO-PEG luego de la funcionalizacion con péptido D1. En A
se presentan los datos del diametro hidrodinamico (n=3) de las NVO-PEG-D1, y en B se presentan los valores
obtenidos de potencial Z (n=3) para la misma muestra.

Los datos obtenidos de potencial Z nos dan cuenta de que las NVO-PEG-D1 presentan una carga
superficial de -6,6 mV, este valor nos da cuenta de que la funcionalizacién con el péptido D1 se

realiz6 correctamente, ya que este esté péptido al unirse mediante la formacién de un enlace amida
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con el PEG de la NVO, disminuira la carga superficial que este aporta, causando que el potencial Z
sea mas positivo respecto al valor obtenido de las NVO-PEG, ademéas la medicion de potencial Z se
realizé a un pH 5, en el cual el péptido se encuentra en un valor inferior a su punto isoeléctrico de
9.95 por lo cual aportaria una carga neta positiva al sistema, lo que se ve reflejado en la obtencion

del potencial Z mas positivo que la NVO-PEG.
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Figura 16: Grafico de distribucién de tamafios de las NVO-PEG-D1 (imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electronica (figura 17), se observé que las
poblaciones obtenidas en los casos anteriores se mantienen hasta la Ultima etapa de
funcionalizacién. En la relacién aspecto mantiene un valor de 4:1 y en el tamafio tiene valores de 34
+6nmy9+2nmde largo y ancho respectivamente. Al igual que en el caso de NVO-PEG, el tamafio
obtenido con DLS difiere del obtenido por las imagenes STEM, nuevamente esto se debe a que el
péptido D1 al igual que el PEG, para ser visualizados mediante STEM deben ser tefiidos
previamente. Por lo tanto, el tamafio obtenido mediante estas imagenes da cuenta de las

dimensiones de la nanoparticula solamente.
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Figura 17: Imagen STEM e histograma de NVO-PEG-D1, estas nanoparticulas tienen una distribucion de
tamafo de 30 nm aproximadamente (STEM Imagen representativa; Histograma realizado con un n=3 de las
imagenes obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que al funcionalizar las NVO-PEG con el péptido D1, el
diametro hidrodinamico aumenta alcanzando un valor de 76 nm respecto al diametro de las NVO-
PEG que tenia un valor de 66 nm. Ademas, se produce un leve desplazamiento en el plasmon
alcanzando un valor de 754 nm. El potencial Z también es modificado al realizar esta
funcionalizacién, debido a la carga neta positiva del péptido y a la utilizacion de los grupos
carboxilicos para formar el enlace amida con el péptido D1, la carga superficial que aporta este grupo

disminuira produciendo un cambio del valor del potencial Z de -23 mV a un valor final de -6 mV.26

1.4 Sintesis de Nanoprismas de oro:

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,

Potencial Z, y STEM para la sintesis de NPrO, segun la metodologia mencionada anteriormente.

Al caracterizar las NPrO mediante UV-Visible, se obtiene la presencia de dos méaximos de
absorbancia 530 y 840 nm (figura 18). Estos maximos son caracteristicos de este tipo de
nanoparticulas donde el primer maximo se relaciona con la interaccion de la luz con el eje transversal
de los NPrO y el segundo al de la luz con el eje longitudinal o largo del NPrO.3!
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Figura 18: Espectro UV-Visible de NPrO obtenidos de sintesis. Presenta dos maximos a 530 nm y 840 nm, los
que son caracteristicos de la sintesis de NPrO por esta metodologia (Imagen representativa).

Al caracterizar los NPrO obtenidos de sintesis mediante DLS, se obtuvieron los datos que se
presentan en la Tabla 4. Se observé que estas nanoparticulas al igual que las NVO presentan dos
maximos de didmetro hidrodindmico (Tabla 4, figura 19), esto se debe a que el equipo mide a las
nanoparticulas tanto de forma transversal, como longitudinal, lo cual genera la aparicion de dos picos

en la poblacion.

Diametro Hidrodinamico Potencial Z
Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Maximo1l 4,1 1.0
- ' .52 -4 )
Maximo 2 58 3.3 0.529 0 0.8

Tabla 4: Didmetro hidrodindmico y Potencial Z de NPrO obtenidos de sintesis. En A se presentan los datos del
diametro hidrodinamico de los NPrO (n=3) obtenidos de sintesis, y en B se presentan los valores obtenidos de
potencial Z (n=3) para la misma muestra.

Los datos obtenidos de potencial Z (tabla 4) nos dan cuenta de que, los NPrO presentan una carga
superficial de -40.2 mV, este valor negativo corresponde al agente estabilizante utilizado en la

sintesis el cual rodea a la superficie de la nanoparticula, en este caso se utilizé tiosulfato el cual

presenta carga negativa.3!
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Figura 19: Gréfico de distribucion de tamafios de los NPrO obtenidos de sintesis (Imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electronica (figura 20), se obtuvo distintas
poblaciones de tamafio de los NPrO, donde la proporcion mayoritaria de particulas presento un
tamafio aproximado de 40-50 nm de largo. A diferencia de lo obtenido por DLS, en el cual el largo
de los NPrO es aproximado de 60 nm. Esta diferencia obtenida mediante estas dos técnicas se debe
a que, por DLS existe la formacién de una capa superficial de agua sobre la nanoparticula
obteniéndose asi los diametros hidrodinamicos. Es asi que se observa un mayor tamafio respecto al

observado por STEM.
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Figura 20: Imagen TEM e histograma de los NPrO obtenidos de sintesis, estas nanoparticulas tienen una
distribucién de tamafio entre 40-60 nm aproximadamente (TEM Imagen representativa; Histograma realizado
con un n=3 de las imagenes obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que el protocolo utilizado para la sintesis de NPrO, nos permite
obtener una poblacién de tamafio de 50 nm aproximadamente. Esto se confirma tanto por el uso de
DLS como por imagenes TEM de la muestra. Ademas, mediante UV-Visible se obtiene el plasmon

caracteristico de la sintesis de NPrO, el cual se compone de dos maximos de absorcién a 530 y 840

nm aprox.. Por otra parte, en esta sintesis se emplea tiosulfato como agente reductor y estabilizante,
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este al tener una carga negativa le confiere esta carga a la superficie de los NPrO, lo cual es

confirmado con la informacion obtenida del potencial Z, dando un valor promedio de -40 mV.

1.5 Funcionalizacién de Nanoprismas con PEG:

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,
Potencial Z, y para la funcionalizacion de NVO con PEG., segun la metodologia mencionada

anteriormente.

Al caracterizar los NPrO-PEG, mediante UV-Visible se obtiene la presencia de dos maximos de
absorbancia a 530 y a 910nm (figura 21). Al comparar con los datos obtenidos en los NPrO de
sintesis, se obtuvo un desplazamiento desde los 840 nm a los 910 nm, esto es consecuencia de la
funcionalizacién de la nanoparticula y al proceso de purificacion mediante centrifugaciones seriadas

al que son sometida, causando el corrimiento del plasmon observado en 840 nm.
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Figura 21: Espectro UV-Visible de NPrO funcionalizados con PEG. Presenta dos maximos a 530 nmy 910 nm
(imagen representativa).
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Al caracterizar los NPrO funcionalizados con PEG, mediante DLS, se obtienen los datos que se
presentan en la Tabla 5. Se observa que estas nanoparticulas al igual que los NPrO de sintesis
presentan dos maximos de diametro hidrodinamico (Tabla 5, figura 22), en este caso se ve un
aumento en el diametro hidrodinamico de las NPrO-PEG con respecto a las NPrO de sintesis, por lo
cual podemos confirmar que la funcionalizacién de la nanoparticula se realizé correctamente, ya que

se generd un aumento en el tamafio de la nanoparticula.

Diametro Hidrodinamico Potencial Z
Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Maximo 1 7.9 2.1
Maximo 2 126.0 2.7 0.542 41 2.6

Tabla 5: Diametro hidrodinamico y Potencial Z de NPrO luego de la funcionalizacion con PEG D1. En A se
presentan los datos del diametro hidrodinamico de los NPrO-PEG n=3) y en B se presentan los valores
obtenidos de potencial Z (n=3) para la misma muestra.

Los datos obtenidos de potencial Z (tabla 5) nos dan cuenta de que los NPrO funcionalizados con
PEG presentan una carga superficial de -41.3 mV. Este valor junto con el valor obtenido para DLS
nos da cuenta de que la funcionalizacion con PEG se realiz6 correctamente, ya que este compuesto
presenta un extremo carboxilico, el cual al estar en solucién adquiere una carga negativa, ademas

al unirse a la superficie de los NPrO desplazara al tiosulfato de esta dejandola con un potencial mas

negativo.
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Figura 22: Grafico de distribucion de tamafios de los NPrO-PEG. (Imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electronica (figura 23), se observa que las
poblaciones en el caso de los NPrO obtenidos de sintesis se mantienen luego de la funcionalizacion

con PEG. Debido a los procesos de purificacién a los que son sometidos los NPrO-PEG tras su
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funcionalizacion se obtiene una poblacion con tamafios muchos mas grandes 60 a 70 nm en
comparacion a los NPrO obtenidos de sintesis. Al comparar estos valores con los datos obtenidos
por DLS, donde se obtiene un largo de 126 nm aprox, esta gran diferencia se puede deber a la capa
superficial de agua que rodea a la nanoparticula y al PEG, el cual no puede ser visualizado mediante

STEM sin el previo tratamiento de tincion. Por lo tanto, laimagen STEM solo nos estara dando cuenta

del largo de la nanoparticula.
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Figura 23: Imagen TEM e histograma de NPrO-PEG, estas nanoparticulas tienen una distribucion de tamafio
de 60 -70 nm aproximadamente (TEM Imagen representativa; Histograma realizado con un n=3 de las
iméagenes obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que el protocolo de funcionalizacion utilizado nos permite
obtener NPrO funcionalizados con PEG, esto es confirmado mediante la variacion en el tamafio del
diametro hidrodinamico el cual varia de 58 nm a 126 nm. Ademas, mediante espectrofotometria UV-
Visible se observa un cambio en la longitud de onda del plasmon, cambiando de 840 nm a 910 nm.
Este desplazamiento se debe principalmente al proceso de purificacién al cual es sometido los NPrO
una vez funcionalizados, el cual consiste en una serie de centrifugaciones seriadas a distintas
velocidades, tal como se menciona en la metodologia. Durante este proceso al ir disminuyendo las
velocidades de centrifugacién nos permite ir dejando en el sobrenadante las nanoparticulas mas
pequefas, las cuales corresponderian a las esferas contaminantes de la sintesis, pero también se

produce la perdida de NPrO pequefios, por lo cual al término del proceso de purificaciéon se obtiene
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una poblacién con NPrO de mayor tamafio y con un plasmon mucho mas desplazado. Por otra parte,
el potencial Z nos confirma que existe un cambio en la superficie de los NPrO, ya que el potencial Z
de esta varia desde -40.2 mV a-41.3 mV, lo que implica que el tiosulfato fue removido de la superficie
de la nanoparticula y el PEG sea unido a esta, debido a que ambas moléculas confieren una carga

superficial negativa a los NPrO, no se obtiene una variacién en el valor obtenido del potencial Z.

1.6 Funcionalizaciéon de Nanoprismas con el péptido D1:

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible, DLS,
Potencial Z, y para la funcionalizacion de NPrO-PEG con péptido D1, segin la metodologia

mencionada anteriormente.

Al caracterizar las NPrO-PEG-D1, mediante UV-Visible (figura 24) se obtiene la presencia de dos
maximos de absorbancia a 530 y a 930 nm. Comparando con los datos obtenidos en las NVO-PEG,
el maximo obtenido a 910 nm se desplazé a 930 nm, este cambio en la superficie de la nanoparticula
es mucho menor al obtenido en la etapa anterior, 10 cual se debe a que en esta etapa no existe una
etapa de purificacion.
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Figura 24: Espectro UV-Visible de NPrO-PEG funcionalizados con D1. Presenta dos maximos a 530 nm y 930
nm (Imagen representativa).

Al caracterizar las NPrO-PEG funcionalizadas con el péptido D1, mediante DLS, se obtienen los

datos que se presentan en la Tabla 6. Se observa que estas nanoparticulas al igual que los datos

45



obtenidos anteriormente, presentan dos maximos de diametro hidrodindmico (Tabla 6, figura 25), en
este caso el promedio obtenido del largo de los NPrO-PEG-D1, se encuentra dentro del rango

obtenido para la funcionalizaciéon con PEG.

Diametro Hidrodinamico Potencial Z
Promedio Desviacion Pdi Promedio Desviacion
Tamafio (nm) estandar (nm) Potencial Z (mV) estandar (mV)
Maximo1l 13.0 1.5
Maximo 2 136.0 7.4 0.545 27 11

Tabla 6: Didmetro hidrodinamico y Potencial Z de NPrO-PEG luego de la funcionalizacion con péptido D1. En A
se presentan los datos del diametro hidrodindmico de las NVO-PEGs-D1(n=3), y en B se presentan los valores
obtenidos de potencial Z (n=3) para la misma muestra.

Los datos obtenidos de potencial Z nos dan cuenta de que las NPrO-PEG funcionalizadas con el
péptido D1 presentan una carga superficial de -27.5 mV, este valor nos da cuenta de que la
funcionalizacién con el péptido D1 se realizd correctamente, ya que esté péptido al unirse mediante
la formacion de un enlace amida con el PEG de la NVO, disminuira la carga superficial que este
aporta, causando que el potencial Z sea mas positivo respecto al valor obtenido de las NPrO-PEG,
ademas la medicion de potencial Z se realizdé a un pH 5, en el cual el péptido se encuentra en un
valor inferior a su punto isoeléctrico de 9.95 por lo cual aportaria una carga neta positiva al sistema,

lo que se ve reflejado en la obtencién del potencial Z mas positivo que la NPrO-PEG.
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Figura 25: Gréfico de distribucion de tamafios de las NVO-PEGs-D1 (Imagen representativa).

Mediante las imagenes obtenidas de la microscopia electronica (figura 26), se observa que las

poblaciones obtenidas en los casos anteriores se mantienen hasta la Ultima etapa de

46



funcionalizacion. En este caso existe un predominio de las poblaciones de entre 60 a 70 nm. Al igual
que en el caso de NPrO-PEG, el tamafio obtenido con DLS difiere del obtenido por las imagenes
STEM, nuevamente esto se debe a que el péptido D1 al igual que el PEG, para ser visualizados
mediante STEM deben ser tefiidos previamente. Por lo tanto, la distancia obtenida mediante estas

imagenes nos da cuenta del tamafio de la nanoparticula solamente.
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Figura 26: Imagen TEM e histograma de NVO-PEGs-D1, estas nanoparticulas tienen una distribucion de tamafio
de 60 nm aproximadamente (TEM Imagen representativa; Histograma realizado con un n=3 de las imagenes
obtenidas).

Los resultados obtenidos demuestran que al funcionalizar las NPrO-PEG con el péptido D1, el
diametro hidrodinamico alcanza valores de 136 nm. Ademas, el espectro UV-Visible de los NPrO-
PEG-D1, presentan un desplazamiento del plasmon en comparacién al espectro de los NPrO-PEG,
esto debido a la modificacion que sucedié en la superficie del NPrO. El potencial Z también es
modificado al realizar esta funcionalizacion, debido a la utilizacién de los grupos carboxilicos para
formar el enlace amida con el péptido D1, por lo cual la carga superficial que aporta este grupo

disminuira, obteniéndose valores de potencial Z para los NPrO-PEG-D1 de -27.5 mV, comparado

con el potencial Z de NPrO-PEG de -41.3 mV.
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2 Evaluacion de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas sintetizadas.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de la estabilidad coloidal de las nanoparticulas

funcionalizadas con el péptido D1, mediante espectrofotometria UV-Visible en distintas soluciones.

2.1 Estabilidad NVO-PEG-D1 y NPrO-PEG-D1: Agua

Conocer la estabilidad de la nanoparticula en este medio es importante, ya que es el medio mas

utilizado para solubilizar, almacenar y estudiar a las nanopatrticulas.

Mediante este estudio de estabilidad que en el caso de las NVO-PEG-D1 (figura 27) se pudo
observar que los dos méximos de absorbancia caracteristicos de este tipo de nanoparticulas (512 y
750 nm) se mantienen sin una gran variacion en el deslazamiento del plasmon, pero se observa una
disminucién en las absorbancias correspondiente a cada maximo. Esta disminucién se puede deber
a la agregacion de una parte de las NVO-PEG-D1 presentes en la solucién, alcanzando una
disminucién de aproximadamente de 40% al transcurrir una hora y de 50% al término del
experimento. Por lo tanto, las NVO-PEG-D1 en las condiciones de este experimento no son

completamente estables durante el tiempo de duracion del experimento.
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Figura 27: Estabilidad de NVO-PEG-D1 en Agua, mediante espectrofotometria UV-Visible.

Para el caso de los NPrO-PEG-D1 (figura 28) se pudo observar que los dos maximos de absorbancia

(530 y 800 nm) se mantienen sin una gran variacion en el deslazamiento del plasmon, pero se
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observa una disminucion en las absorbancias correspondiente a cada maximo. Esta disminucion se
ve a lo largo de todo el transcurso del experimento, obteniéndose una disminucion de 10% durante
el transcurso de la primera hora y un 20% al término del experimento, lo cual es un indicativo que
estas nanoparticulas pierden su estabilidad a lo largo del tiempo en este medio en las condiciones

utilizadas para el experimento.
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Figura 28: Estabilidad de NPrO-PEG-D1 en Agua, mediante espectrofotometria UV-Visible

2.2 Estabilidad NVO-PEG-D1 y NPrO-PEG-D1: PBS

Conocer la estabilidad de la nanoparticula en este buffer es importante, ya que es un buffer altamente
utilizado para la disolucién de compuestos, ya que tiene un pH 7.4, lo cual podria ayudarnos a
predecir como seria el comportamiento de la nanoparticula en un medio fisiol6gico, ademés este
buffer es utilizado para realizar los procesos de funcionalizacién, por lo tanto, es importante conocer

el tiempo en el cual es estable nuestra nanoparticula.

Mediante este estudio de estabilidad que para el caso de las NVO-PEG-D1 (figura 29) se pudo
observar que los dos maximos de absorbancia caracteristicos de este tipo de nanoparticulas (512 y
750 nm) se mantuvieron sin una gran variacion en el deslazamiento del plasmon, pero se observo
una disminucién en las absorbancias correspondiente a cada maximo. Esta disminucion es alrededor
de un 50% de absorbancia durante el transcurso de la primera hora del experimento, para luego

mantenerse fija en el tiempo restante del experimento. Esta disminucion en la absorbancia observada
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se puede deber a la agregacion de las NVO-PEG-D1 causada por las altas concentraciones de sales
en el medio o fuerza iénica del PBS, produciendo una aceleracion en el proceso de agregacion de
las nanoparticulas tal como se encuentra reportado por Du et al, 201234, lo que causaria una
disminucién de NVO-PEG-D1 disponibles en solucién y con ello una disminucién en la absorbancia.
Por lo tanto, segln lo observado en este experimento se puede concluir que, las NVO-PEG-D1
presentan una disminuciéon en la absorbancia al principio, pero luego de este suceso se mantiene

estable por el resto del tiempo transcurrido.
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Figura 29: Estabilidad de NVO-PEG-D1 en PBS, mediante espectrofotometria UV-Visible.

Para el caso de los NPrO-PEG-D1 (figura 30) se pudo observar que los dos maximos de absorbancia
(530 y 800 nm) se mantienen sin una gran variacién en el deslazamiento del plasmon, pero se
observé una disminucién en las absorbancias correspondiente a cada maximo. Esta disminucion en
la absorbancia al igual que en el caso de las NVO-PEG-D1, se debe a la fuerza ionica del PBS lo
gue causaria la agregacion de las nanoparticulas, lo cual se ve a lo largo de todo el transcurso del
experimento, siendo durante la primera hora la disminucion mas marcada alrededor de 85% y un
valor de 90% al término del experimento. Por lo tanto, segln lo observado en este experimento se
puede concluir que, los NPrO-PEG-D1 presentan una disminucién en la absorbancia durante todo el
transcurso del experimento, lo cual indicaria que la estabilidad de estas nanoparticulas no se

encuentra favorecida en las condiciones del medio utilizado.
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Figura 30: Estabilidad de NPrO-PEG-D1 en PBS, mediante espectrofotometria UV-Visible

2.3 Estabilidad NVO-PEG-D1 y NPrO-PEG-D1: Medio de Cultivo

Conocer el comportamiento que tiene nuestro sistema durante el tiempo en medio de cultivo, es
importante para el desarrollo de futuros experimentos in vitro, donde este medio es utilizado para el

crecimiento y mantencién de cultivos celulares.

Mediante este estudio de estabilidad se pudo observar que para el caso de las NVO-PEG-DL1 (figura
31) los dos maximos de absorbancia caracteristicos de este tipo de nanoparticulas (512 y 750 nm)
se mantuvieron sin presentar una gran variacion en la absorbancia durante todo el transcurso del
experimento. Por lo tanto, al no existir una variacion en la absorbancia de nuestra nanoparticula, se
puede inferir que es estable en este medio durante el transcurso de tiempo estudiado. Lo cual nos
permitiria utilizar este tipo de nanoparticula en estudios celulares in vitro y conocer como esta podria

comportarse al interaccionar con células.
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Estabilidad NVO-PEG-D1 Medio de cultivo
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Figura 31: Estabilidad de NVO-PEG-D1 en medio de cultivo con 10% de FBS, mediante
espectrofotometria UV-Visible.
Para el caso de los NPrO-PEG-D1 (figura 32) se pudo observar que los méximos de absorbancia
(530 y 880 nm) se mantienen sin una gran variacion dentro de las primeras horas del experimento,
en el término del experimento se observa una disminucién de aproximadamente 10% en la
absorbancia. También se observa la aparicion de un minimo, el cual no se produce en ningln otro
experimento de estabilidad, este minimo se puede deber a la formacion de alguna interaccion entre
las nanoparticulas y los compuestos del medio de cultivo, la cual absorba a la longitud de onda del
minimo observado, al recuperar los NPrO-PEG-D1 del medio de cultivo mediante centrifugacion y
posterior resuspension de estos en agua y al realizarle la medicién de absorbancia se logra recupera
los dos maximos caracteristicos de este tipo de nanoparticulas y la desaparicion del minimo
observado en el medio de cultivo. Por lo tanto, al no existir una variacion en la absorbancia excepto
al ultimo tiempo medido, se puede decir que esta nanoparticula es estable en este medio durante
parte del tiempo estudiado. Lo cual nos permitiria utilizar este tipo de nanoparticula en estudios

celulares in vitro y conocer como esta podria comportarse al interaccionar con células.
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Estabilidad NPrO-PEG-D1 Medio de cultivo

1.0
— 0 hr

0.8 1 — 1 hr
8 — 2 hr
[3)
< 0.6 — 4nr
o)
5 — 6 hr
o 0.4
o
<

0.2 1

0.0 T T T T T 1

400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda

Figura 32: Estabilidad de NPrO-PEG-D1 en Medio de cultivo, mediante espectrofotometria UV-
Visible



3 Evaluar el efecto de las Nanoparticulas sobre la intensidad de la fluorescencia de

la sonda fluorescente utilizada para detectar los agregados de p-Amiloides.

Conocer el aumento de la intensidad de la fluorescencia basal que tiene los agregados Af con la
sonda fluorescente CRANAD-2 al afiadir las nanoparticulas funcionalizadas, nos permitird
determinar qué tan efectivo es la deteccion de estos agregados proteicos, llevando de esta manera

al desarrollo de un nuevo sistema de deteccién el sistema para mejorar de estos agregados.

En primer lugar, se realizaron experimentos control en los que se determino la efectividad de la sonda
CRANAD-2 para la deteccién de agregados de AR mediante fluorescencia. Tal como se observa en
la figura 33 agregados de AB en presencia de CRANAD-2 presentan un aumento en la fluorescencia
respecto a los agregados de AB en ausencia de la sonda, lo cual esta de acuerdo a lo reportado por

Ran et al., 2009.
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Figura 33: Espectro de Fluorescencia de A8 (azul), CRANAD-2 (rojo) y AB+CRANAD2 (negro) a una longitud
de onda de excitacién de 640 nm y un rango de emisién de 670-830 nm.

Una vez comprobado que la sonda CRANAD-2 presenta fluorescencia al unirse a los agregados de
AR se determind si las NVO (NVO-PEG-D1) y NPrO (NPrO-PEG-D1) producen un aumento de la
fluorescencia al interaccionar con agregados de AR y CRANAD-2 por separado. De lo cual se obtuvo
que ni las NVO ni los NPrO presentan fluorescencia en presencia de agregados de AB (figura 34).
Asimismo, se determind que las nanoparticulas no producen aumento de la fluorescencia del
CRANAD-2 cuando no hay presencia del agregado de A (figura 35), ademas se comprobo que las
nanoparticulas por si solas no presentan fluorescencia propia en el rango de longitud de onda

estudiado (figura 36).
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Figura 34: Controles realizados de AB con las nanoparticulas de oro, NVO (A) y NPrO (B), ambas
en ausencia de la sonda fluorescente CRANAD-2. Estos controles fueron comparados con un
control positivo de AB+CRANAD-2(n=3) a una longitud de onda de excitacion de 640 nm y emisién

de 715 nm.
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Figura 35: Controles realizados de CRANAD-2 con las nanoparticulas de oro, NVO (A) y NPrO (B),
ambas en ausencia de AB. Estos controles fueron comparados con un control positivo de
AB+CRANAD-2(n=3) a una longitud de onda de excitacion de 640 nm y emision de 715 nm.
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Figura 36: Controles realizados de las nanoparticulas de oro en ausencia de A y CRANAD-2, NVO
(A) y NPrO (B), comparadas respecto al control positivo de AB+CRANAD-2 (n=3) a una longitud de
onda de excitacién de 640 nm y emision de 715 nm.
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Por dltimo, para comprobar que la fluorescencia basal se debe a la asociacion de A con CRANAD-
2, se evallo si ambas por si solas generan un aumento en la fluorescencia (figura 37). Se obtuvo
que tanto AB como CRANAD-2 no presentan fluorescencia por si solos con respecto a la

fluorescencia basal que presenta la AB+CRANAD-2 a la longitud de onda estudiada.

Control ABy CRANAD-2
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Figura 37: Control realizados del péptido AB sin nanoparticulas y CRANAD-2 respecto al control
positivo de AB+CRANAD-2, también se muestra el control para CRANAD-2 en ausencia de
nanoparticulas y A comparado con el mismo control positivo a una longitud de onda de excitacion
de 640 nm y emision de 715 nm.

Tal como esta descrito en literatura, la sonda fluorescente CRANAD-2 solo presenta fluorescencia
al interaccionar con los agregados AP esto debido al efecto “switches on”. Por lo tanto, si se observa
un aumento de fluorescencia con nuestro sistema AB+CRANAD-2+Nanoparticula, respecto a la

fluorescencia que presenta AB+CRANAD-2, se deberd al efecto SEF que presentan las

nanoparticulas sobre la sonda fluorescente empleada.

En las figuras 38 y 39 se muestran los resultados obtenidos en los experimentos realizados con AB
5 uM, CRANAD-2 1 uM y nanopatrticulas 1; 0.5; 0.1; 0.01 nM para NVO-PEG-D1 y 0.5; 0.05; 0.025;

0.005 nM para NPrO-PEG-D1.

Tal como se muestra en la figura 38, al afiadir las NVO a nuestro sistema AB+CRANAD-2 se logra

obtener un aumento de la fluorescencia respecto a la fluorescencia basal dada por el sistema
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AB+CRANAD-2. El méaximo de fluorescencia alcanzado fue utlizando NVO 0,5 nM y 0,1 nM,
permitiendo aumentar 3 y 2.5 veces la fluorescencia basal respectivamente. Estos resultados fueron
analizados mediante la prueba de t student, para saber si los valores obtenidos son estadisticamente
significativos, obteniéndose que la concentracién 0.5 nM y 0.1 nM presentan un valor p de <0.0001
y 0.0006 respectivamente, por lo tanto, estos dos valores son estadisticamente significativos. En el
caso de NVO 1 nM, se obtuvo un menor aumento de la intensidad de fluorescencia respecto a NVO
0.5 nM, esto se puede deber a un posible apagamiento en la fluorescencia debido a un exceso de
nanoparticulas, el cual se revierte al disminuir la cantidad de nanoparticulas utilizadas mejorando asi
la intensidad de fluorescencia obtenida. En el caso de NVO a 0.01 nM se observa que existe una
disminucién en la fluorescencia respecto a NVO a 0.5 nM, esto se debe a que la cantidad de
nanoparticulas presentes en la solucion no son suficientes para generar el efecto maximo de las

NVO sobre la fluorescencia de la sonda.
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Figura 388: Aumento de la intensidad de fluorescencia obtenidos al usar NVO a distintas
concentraciones. Siendo un valor p<0.0001 para **** y un valor p=0.0006 para *** (n=3) a una
longitud de onda de excitacién de 640 nm y emisién de 715 nm.

Tal como se muestra en la figura 39, al afiadir las NPrO a nuestro sistema AB+CRANAD-2 logramos
obtener un aumento de la fluorescencia respecto a la fluorescencia basal dada por el sistema
AB+CRANAD-2. El maximo de fluorescencia alcanzado fue utilizando NPrO 0.025 nM y 0.005 nM,
permitiendo aumentar 1.9 y 2.2 veces la fluorescencia basal respectivamente. Estos resultados
fueron analizados mediante la prueba de t student, para obtener si los valores obtenidos son

estadisticamente significativos, obteniéndose que la concentracion 0.025 nM y 0.005 nM presentan
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un valor p de 0.0466 y 0.0014 respectivamente, por lo tanto, estos dos valores son estadisticamente
significativos. Al igual que en el caso de las NVO a altas concentraciones de nanoparticulas se
produce un apagamiento en la fluorescencia, esto debido a un exceso de nanoparticulas en el medio,

pero al disminuir las cantidades de nanoparticulas se observa un aumento de la fluorescencia.
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Figura 39: Aumento de la intensidad de fluorescencia obtenidos al usar NPrO a distintas
concentraciones. Siendo un valor p=0.0466 para * y un valor p=0.0014 para **(n=3) a una longitud
de onda de excitacion de 640 nm y emision de 715 nm.

Por lo tanto, ambas nanoparticulas empleadas (NVO y NPrO) producen un aumento en la
fluorescencia basal del sistema AB+CRANAD-2, lo cual nos permite confirmar que este tipo de
nanoparticulas producen el efecto surface enhanced fluorescence (SEF) sobre la sonda utilizada.
Cabe destacar que, entre las nanoparticulas utilizadas, las NVO presentan un mejor aumento en la
fluorescencia alcanzando un méximo de 3 veces la fluorescencia basal a la concentracion de 0.5 nM.
Por otra parte, los NPrO a pesar de producir un menor aumento en la intensidad de la fluorescencia
respecto al obtenido por las NVO, este maximo lo alcanza a concentraciones 100 veces menor que
las NVO. Esta diferencia obtenida en los aumentos de la intensidad de fluorescencia entre NVO y
NPrO, se puede deber a los distintos plasmones que presenta cada nanoparticula, ya que para
alcanzar el maximo de efecto de aumento en la fluorescencia mediante SEF, la longitud de onda de
emision de la sonda y el maximo del plasmon de las nanoparticulas deben encontrarse a longitudes
de onda lo mas cercano posible.?® Debido a esto las NVO al tener su plasmon alrededor de los 750

nm se encuentra mucho mas cercano a la emision del CRANAD-2 (715 nm), por lo cual presenta un

mayor aumento en la intensidad que nos NPrO que presentan un plasmon mas alejado (930 nm).
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Ambas nanoparticulas presentan beneficios en su utilizacion para la creacion de un posible sistema
de deteccién con una mayor sensibilidad de los agregados AR basados en el uso de la sonda

CRANAD-2.
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Conclusiones y Proyecciones:

Mediante el trabajo experimental realizado durante esta memoria de titulo, se logré obtener
nanoparticulas plasmaénicas (NVO y NPrO) mediante la metodologia planteada, las cuales fueron
funcionalizadas y caracterizadas en cada etapa dando como resultado la obtencion de
nanoparticulas funcionalizadas con PEG-D1. Se demostré que tanto las NVO como NPrO son
estables en medio de cultivo durante el periodo de estudio, el cual es uno de los principales medios
de interés bioldgico para ensayos celulares. Ademas, se comprobd que ambas nanoparticulas son
capaces de aumentar la intensidad de fluorescencia de la sonda CRANAD-2 unida a agregados de
AB, permitiendo de esta forma comprobar la hipotesis propuesta, obteniendo un aumento en la
intensidad de fluorescencia de tres veces con NVO-PEG-D1 y de dos veces con NPrO-PEG-D1
respecto al control sin nanoparticulas, ademas se observé que NPrO-PEG-D1 alcanza el maximo de
aumento de intensidad de fluorescencia a concentraciones 100 veces menor que las NVO-PEG-D1,
este efecto de las nanoparticulas puede ser mejorado si se controla la distancia entre la sonda y la
nanoparticulaZ®, por lo cual, entre las proyecciones para continuar este trabajo se encuentra generar
un sistema que permita controlar la distancia entre las nanoparticulas y la sonda, también se espera
evaluar si a concentraciones menores de NPrO-PEG-D1 se produce un mayor aumento de
intensidad de la sonda fluorescente y también se espera comprobar si la sonda CRANAD-2 puede
ser utilizada para detectar agregados in vivo. Por Ultimo, se espera evaluar si estos hanosistemas
pueden ser utilizados para mejorar la deteccion de placas del péptido A in vivo en un modelo murino

de la enfermedad de Alzheimer.
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