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RESUMEN 
 
      En esta tesis de Doctorado se sintetizaron nanovarillas de oro (NvO) las 

cuales fueron estabilizadas con dos tipos de polietilenglicol y luego 

modificadas con dos péptidos: D1, que reconoce agregados tóxicos del 

péptido Aβ, involucrados en la Enfermedad de Alzheimer (EA), y con el 

péptido, Angiopep 2 (Ang2), que es utilizado como lanzadera de diversas 

moléculas al sistema nervioso central. Las NvO fueron caracterizadas por 

espectrofotometría de absorción molecular, dispersión dinámica de la luz 

(DLS), potencial zeta (pZ) y microscopía electrónica de trasmisión (TEM). 

El grado de funcionalización de las NvO con los péptidos se confirmó 

mediante análisis de aminoácidos. Se determinó que el nanoconjugado no 

es citotóxico y logra penetrar células endoteliales de cerebro, como también 

inhibir la agregación del péptido Aβ in vitro.  In vivo, en el modelo 

amiloide C. elegans se observó que disminuyen la toxicidad de las especies 

agregadas del péptido Aβ y en el modelo murino de la enfermedad de 

Alzheimer APPswe/PSEN1dE9 se determinó que llegan al cerebro de 

manera dirigida, aumentando su proporción cerca de 4 veces con respecto al 

control de NvO-PEG. 



 X 

     Esta tesis muestra un promisorio nanosistema basado en NvO con 

potenciales aplicaciones para el tratamiento de la EA, el cual no muestra 

efectos citotóxicos, inhibe la agregación, disminuye la toxicidad del péptido 

Aβ y tiene una mejorada llegada al cerebro. 

ABSTRACT 
 
     In this PhD thesis gold nanorods were synthetized and stabilized with 

two types of polyethylene glycol and then modified with two peptides: D1, 

which recognizes toxics aggregates of Aß peptide, involved in Alzheimer's 

Disease and the other, Angiopep 2, that is used as a shuttle of molecules to 

the central nervous system. The nanoconjugates were characterized by 

different techniques, absorption spectrophotometry, dynamic light 

scattering, zeta potential and transmission electron microscopy, among 

others. It was determined that the nanoconjugate is not cytotoxic and 

penetrates brain endothelial cells, and also diminish the aggregation of the 

Aβ peptide in vitro. In the disease model C. elegans was observed that 

decreases the toxicity of aggregated peptide Aβ species and in the mouse 

model of the Alzheimer’s Disease APPswe/PSEN1dE9 we determined that 
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the nanoconjugate reach the brain in a targeted manner when we compared 

with the control group. 

     This thesis shows a promising system based on gold nanorods for the 

treatment of Alzheimer’s Disease, which show no cytotoxic effects, inhibit 

the aggregation and toxicity of Aβ peptide and has an improved arrival to 

the brain. 
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INTRODUCCION, OBJETIVOS E HIPOTESIS DE LA PRESENTE 
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1.1.  Enfermedad de Alzheimer 

 

     La enfermedad de Alzheimer (EA) es una condición neurodegenerativa 

progresiva en donde hay una pérdida de la capacidad cognitiva y la 

memoria, impidiendo el normal desarrollo de las actividades cotidianas 

(Jalbert, Daiello, & Lapane, 2008). Esta enfermedad posee una incidencia 

significativa en adultos por los sobre 65 años. Según datos de  Alzheimer’s 

Disease International, 46,7 millones de personas padecen la enfermedad de 

Alzheimer a nivel mundial, proyectándose al 2050 que este número 

aumente a 131,5 millones ( Alzheimer's Disease  International, 2015). En 

Chile más de 170 mil personas padecen de esta enfermedad 

(Corporación_Alzheimer). 

 

Figura 1.1 Imagen esquemática de cómo se vería un cerebro normal en 
comparación a un cerebro que presenta la EA (Alzheimer_Association)  
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      La EA es una patología multifactorial, caracterizada por la pérdida de 

sinapsis y muerte neuronal en la corteza límbica e hipocampo, regiones que 

están relacionadas con la memoria y el aprendizaje (Wenk, 2003). 

Molecularmente se caracteriza por la hiperfosforilación de la proteína Tau y 

la agregación del péptido β-amiloide (Aβ). La proteína Tau es una proteína 

que regula la estabilidad de los microtúbulos y presenta alta expresión en 

axones (Trojanowski, Schuck, Schmidt, & Lee, 1989). La hiperfosforilación 

de esta proteína puede desencadenar una serie de eventos como la 

desestabilización de los microtúbulos comprometiendo el transporte axonal 

y la disminución de la plasticidad sináptica que pueden conducir al 

desarrollo de la EA (Bramblett et al., 1993; Lacor et al., 2004). Asimismo, 

el péptido Aβ juega un rol fundamental en la patogénesis de la EA según la 

hipótesis amiloide establecida a principios de los 90 (Hardy & Higgins, 

1992; Klein, 2013). El péptido Aβ corresponde a una familia de péptidos de 

entre 39 y 43 aminoácidos producidos a partir de la proteína precursora del 

péptido Aβ (APP), proteína transmembrana de tipo I, que sufre cortes 

proteolíticos secuenciales que pueden ser amiloidogénicos o no 

amiloidogénicos. Los cortes correspondientes a la ruta no amiloidegénica 
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son generados por las enzimas α-secretasa y luego por la γ-secretasa,  

formando el péptido p3, el cual no es tóxico. Por otra parte, en la ruta 

amiloidogénica, la APP es cortada primero por la enzima β-secretasa y 

luego por la enzima γ-secretasa, generándose el péptido Aβ1-42 (Klein, 

2013). 

     En condiciones patológicas el péptido Aβ se agrega para dar origen a 

especies tóxicas como las fibras amiloides (Aβf) y especies oligoméricas 

(Aβo), éstas últimas las más tóxicas, y producen efectos neurotóxicos como 

disfunción y pérdida de las sinapsis, cambios en el citoesqueleto y 

morfología neuronal y la muerte de neuronas lo que conlleva a una pérdida 

de conectividad (Lacor et al., 2004; Zhao et al., 2008). Estas formas 

agregadas del péptido Aβ se relaciona con la hiperfosforilación de Tau. De 

Felice y cols. observaron en experimentos ex vivo que oligómeros de Aβ 

inducen la hiperfosforilación de tau (De Felice et al., 2008), por lo cual el 

desarrollo de nuevas terapias y fármacos tienen como blanco a éste péptido 

y sus diferentes estados de agregación.  

     Actualmente los tratamientos contra la EA están enfocados en retener la 

funcionalidad del paciente y retrasar o desacelerar la progresión de la 

enfermedad o sus síntomas. Dentro de éstos tratamientos se incluyen 
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inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) cómo donepezil, rivastigmina y 

galantamina. Estos tratamientos aminoran los síntomas, sin embargo, la 

progresión de la enfermedad continúa (Cummings, Morstorf, & Zhong, 

2014; Qian, Hamad, & Dias-Lalcaca, 2015). 

     Dentro de las nuevas terapias que se están desarrollando, una estrategia 

propuesta para el tratamiento de la EA es evitar que se formen los 

oligómeros de Aβ o favorecer la desagregación de estas especies tóxicas 

(Klein, 2013). A la fecha, se han probado diferentes estrategias dirigidas 

contra los agregados de Aβ como el uso de anticuerpos monoclonales anti 

Aβ (Rinne et al.), vacunas (Schenk et al., 1999), moduladores/inhibidores 

de γ Secretasa (He et al., 2010), Resveratrol (Mouchiroud, Molin, Dalliere, 

& Solari, 2010) y algunos fenoles (Gandy & DeKosky, 2013), no 

obteniéndose todavía resultados clínicos satisfactorios debido a la baja 

efectividad o a efectos tóxicos por lo cual es relevante explorar nuevas 

estrategias para el tratamiento de la mencionada enfermedad (Qian et al., 

2015). 

Debido a que los tratamientos que tienen como blanco el péptido 

Aβ han fallado, ha surgido un nuevo paradigma, el cual apunta a tratar la 

enfermedad antes de que aparezcan los síntomas, indicando que los 
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tratamientos han fallado debido a que se aplican en etapas en que la EA se 

encuentra muy avanzada. Por lo cual el desarrollo de técnicas que nos 

permitan realizar un diagnostico precoz de la enfermedad son necesarias 

(Harrison & Owen, 2016).  

 

1.2.  Uso de péptidos como inhibidores de la agregación de Aβ .  

 

     La formación de los agregados de Aβ ocurre mediante diversos 

intermediarios, incluyendo oligómeros que van desde 2 a 50 unidades de 

Aβ, oligómeros anulares, protofibrillas, fibrillas y finalmente las placas 

(Finder & Glockshuber, 2007) (Figura 1.2). 
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     El estudio del proceso de agregación ha permitido identificar secuencias 

en el péptido Aβ,  como la secuencia KLVFF comprendida entre el residuo 

16 y el 20,  que es necesaria para la interacción monómero-monómero y la 

agregación del péptido (Tjernberg et al., 1996) (Ver figura 1.3). En base a 

esta información se han diseñado diferentes péptidos, que al unirse a las 

secuencias claves para el proceso de agregación que da origen a las fibras,  

inhiben el proceso de agregación de Aβ {Bieler, 2004 #87}. Un conocido 

ejemplo es el péptido LPFFD (Soto et al., 1998), derivado de la secuencia 

17LVFF21A . En la secuencia LPFFD diseñada por Soto y cols. se reemplazó 

el aminoácido 18V de la secuencia original 17LVFF21A por una P de manera 

Figura 1.2 Esquema del proceso de formación de la fibras de Aβ  (Finder & 
Glockshuber, 2007)  
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de evitar la formación de lámina β impidiendo así la auto agregación que da 

origen el proceso amiloidogénico. Asimismo, se reemplazó el residuo 21A 

por un D para aumentar la solubilidad del péptido. Si bien LPFFD es un 

inhibidor de la agregación de Aβ in vivo e in vitro, que se encuentra en fase 

clínica de investigación, requiere de concentraciones muy elevadas para 

producir el efecto terapéutico, lo que puede conllevar a efectos no deseados 

(Soto et al., 1998).  

 

 

     Recientemente, mediante la técnica mirror image phage display y 

utilizando como blanco agregados de Aβ1-42, se han identificado nuevos 

péptidos que se unen selectivamente a Aβ. Uno de estos péptidos, llamado 

D1, que posee la secuencia qshyrhispaqv (señalado en minúscula por 

tratarse de aminoácidos de la serie D), presenta una afinidad 

aproximadamente mil veces mayor que LPFFD por Aβ.  In vitro, este 

péptido se une al agregado de Aβ1-42 con una KD de 5,38e-05, produciendo la 

Figura 1.3 Secuencia peptídica de Aβ, en rojo núcleo hidrofóbico (Soto et 
al., 1998). 
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desagregación de las fibras de Aβ (Xue et al., 2012). Además este péptido 

está constituido por D-aminoácidos, por lo cual es menos sensible a 

proteasas, más resistente a la degradación y menos inmunogénico en 

comparación a los péptidos constituidos por L-aminoácidos (Funke et al., 

2012).  

1.3.  Nanopartículas  metálicas para la desagregación de Aβ  

 

     Las nanopartículas de oro (AuNPs) son estructuras de oro esféricas con 

dimensiones nanométricas que poseen propiedades electrónicas, ópticas y 

estructurales relacionadas directamente a su tamaño y a su composición. Al 

interactuar con la radiación electromagnética se genera una oscilación 

coherente (misma frecuencia) de los electrones de la banda de conducción 

del metal y la radiación incidente. Esta oscilación es conocida como 

resonancia de plasmón superficial (RPS) (S. Link & El-Sayed, 2003) y 

depende de la forma, tamaño y composición de la NP de oro y de las 

propiedades del medio que las rodea. El RPS se desplaza a mayores 

longitudes de onda a medida que aumenta el diámetro de la NP esférica o al 

variar la forma y composición de la misma (S. Link & El-Sayed, 1999). Un 
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ejemplo es el de las nanovarillas de oro (NvO) que poseen dos bandas RPS 

características, relacionadas con la longitud y el ancho de la barra, y se 

denominan bandas longitudinal y transversal, respectivamente. A medida 

que aumenta la relación de aspecto (largo/ancho) de la NvO, la banda 

longitudinal RPS se desplaza hacia la región infrarroja del espectro (S. 

Link, Mohamed, & El-Sayed, 1999). Es así que NvO con una relación de 

aspecto de 4 poseen una banda longitudinal centrada en los 800 nm, en la 

denominada “ventana biológica” (700 – 950 nm) (C. Adura et al., 2013), en 

la cual los tejidos y moléculas biológicas presentan su más baja absorción 

(ver Figura 1.4) (Stolik, Delgado, Perez, & Anasagasti, 2000). Esta 

propiedad convierte a las NvO en una excelente opción para el tratamiento 

de algunas enfermedades como cáncer, en donde es posible producir la 

destrucción selectiva de células tumorales unidas a NvO mediante la 

aplicación de radiación infrarroja.  

     En nuestro grupo, hemos desarrollado una nueva aplicación para las 

AuNPs; promover la desagregación de fibras de Aβ. Mediante el uso de 

radiación electromagnética, debido a la absorción y disipación local de 

energía por parte de las AuNPs produciendo un calentamiento local. Las 

AuNPs se recubrieron con el péptido CLPFFD que permite un 
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reconocimiento selectivo de agregados de Aβ, evitando la formación de 

fibras amiloides o produciendo la desagregación de la misma, de manera tal 

de reducir su toxicidad (Araya et al., 2008; M. J. Kogan et al., 2006). En  

particular el uso de NvO y la aplicación de radiación infrarroja, que 

conduce a la absorción y disipación local de energía dando lugar a una 

efectiva  desagregación de fibras de Aβ, reduciendo también su toxicidad, 

por lo cual estas representan una potencial herramienta para el tratamiento 

de la EA (C. Adura et al., 2013).  

 

      

     Para el tratamiento de la EA se han desarrollado otras estrategias 

utilizando NPs. NPs magnéticas fluorescentes, que tienen inmovilizadas en 

su superficie un anticuerpo monoclonal anti Aβ, evaluadas  ex vivo en 

Figura 1.4 Esquema de absorción de energía y espectro UV-Vis-Nir de una 
NvO y ejemplo de absorción en la ventana biológica. 
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cortes de cerebro de animales transgénicos para la Enfermedad de 

Alzheimer y mediante resonancia magnética y microscopía óptica 

permitieron detectar e inhibir la fibrilación del péptido Aβ, comprobando 

las potencialidades teragnosticas (terapia y diagnostico en un mismo 

procedimiento) para la EA (Skaat et al., 2013). 

     Otra aproximación ha sido el uso de nanopartículas (NPs) poliméricas de 

quitosano conjugadas con Magnevist (agente de contraste para Resonancia 

Magnética de Imagen (RMI)) cargadas con el inmunosupresor de 

ciclofosfamida, y funcionalizadas con un anticuerpo anti-amiloide IgG4.1. 

Los ensayos in vivo de estas NPs demostraron su utilidad para detectar 

amiloides cerebrovasculares mediante RMI y por tomografía computarizada 

de emisión de un fotón único (SPECT por sus siglas en inglés) (Agyare et 

al., 2014). 

     Una última estrategia ha sido acoplar quelantes de metales a 

nanopartículas, debido a que se a demostrados que el exceso de algunos 

metales favorece la agregación del Aβ  lo que promovería el desarrollo de la 

EA (G. Liu, Men, Perry, & Smith, 2009). 

 
     Si bien el uso de NPs metálicas puede ser una herramienta promisoria 

para el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para la EA es 
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importante destacar que la llegada de las mismas al sistema nervioso central 

es muy baja (Guerrero et al., 2010) por lo cual en el presente proyecto se 

modificaron NvO con péptidos que favorecen el pasaje a través de la 

barrera hematoencefálica (BHE). 

1.4. Cómo favorecer el cruce de nanopartículas a través de la Barrera 

Hematoencefálica 

 

     Uno de los aspectos que se debe tener en mente al momento de 

considerar un tratamiento contra la EA es la dificultad que existe en lograr 

acumular ciertos fármacos en el cerebro debido a la presencia de la BHE. 

Esta barrera está constituida por células endoteliales que forman una 

extensa superficie de intercambio sangre-cerebro (Abbott, Patabendige, 

Dolman, Yusof, & Begley, 2010) y es crucial para mantener la homeostasis. 

Las células endoteliales que constituyen la barrera, la membrana basal, 

pericitos, astrocitos y microglias componen la unidad neurovascular. Las 

células endoteliales, que forman la BHE, generan complejos de uniones 

estrechas y adherentes, creando una barrera física que bloquea el transporte 

paracelular. Los pericitos y astrocitos juegan un importante papel en la 

formación en la vascularización del sistema nervioso central. 
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Aproximadamente un tercio de la circunferencia del tubo endotelial está 

cubierto por pericitos y dos tercios por astrocitos, formando una barrera 

física y metabólica (ver Figura 1.5) (Velasco-Aguirre et al., 2015). 

 

 

 

     Las diversas estrategias farmacéuticas que se emplean para mejorar el 

cruce a través de la BHE se basan en utilizar los mecanismos fisiológicos 

que existen para el transporte de moléculas como: la difusión pasiva, la 

difusión facilitada, el transporte paracelular y la endocitosis medida por 

receptores. El mecanismo principal propuesto para favorecer el paso de NPs 

es la transcitosis mediada por receptores (RMT) siendo los principales 

involucrados los descritos en la tabla 1.1 (Abbott et al., 2010). 

Figura 1.5 Esquema de la unidad neurovascular que constituye la BHE y las 
principales rutas de ingreso al SNC (Velasco-Aguirre et al., 2015). 
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Tabla 1.1 Ejemplos de transporte de macromoléculas a través de la barrera 

hematoencefálica. (Abbott et al., 2010). 

  

     Un agente de tipo peptídico, de diseño, utilizado como lanzadera hacia el 

sistema nervioso central (SNC), es Angiopep 2, de la familia de péptidos 

Angiopep producidos a partir de derivados del dominio de Kunits de 

aprotinin (M. Demeule, Regina, et al., 2008), los cuales atraviesan la BHE a 

través de un mecanismo de transcitosis mediada por el receptor de 

lipoproteínas de baja densidad asociado a la proteína 1 (LRP1) (M. 

Demeule, Currie, et al., 2008). A nivel fisiológico la Apolipoproteína E 

emplea este receptor para el transporte de colesterol hacia el SNC (Sagare, 

Deane, & Zlokovic, 2012). LRP1 es un miembro de la familia de receptores 

de LDL que es multifuncional y que actúa como receptor endocítico y de 
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señalización. Este receptor se sobreexpresa en endotelio cerebral y también 

se expresa en neuronas, músculo liso, astrocitos, macrófagos, fibroblastos y 

hepatocitos. Se encuentra en dos formas: unido a membrana (LRP1) y en 

forma soluble (sLRP1), el cual se encuentra en el plasma (Sagare et al., 

2012).  

1.5. Modificación de NPs metálicas con péptidos para favorecer la 

transcitosis mediada por receptores. 

 

     En experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio se demostró que 

la modificación de NPs de oro de 10 nm con el péptido CLPFFD favorece 

el pasaje a través de la BHE, lo que podría deberse a una proceso de 

endocitosis mediada por el receptor RAGE que promueve el influjo de Aβ 

al sistema nervioso central (Guerrero et al., 2010). No obstante, es 

importante mencionar que la proporción de NPs que llegan al cerebro es 

muy baja respecto de la dosis inyectada. Es importante destacar que la 

penetración de las NpO-CLPFFD al SNC no produce efectos tóxicos 

aparentes como la formación de perforaciones a nivel de la BHE (Guerrero 

et al., 2010). En un trabajo más reciente se conjugaron NPs de oro de 10 nm 

al péptido THR que reconoce el receptor de transferrina, favoreciéndose el 
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cruce a través de la BHE, sin embargo, los niveles de oro alcanzados 

siguieron siendo bajos (Prades et al., 2012).  

     En este proyecto se propuso la modificación de NvO con el péptido 

Angiopep 2, con el objetivo de favorecer el pasaje a través de la BHE por 

endocitosis mediada por receptor, y con el péptido D1 con el fin de 

aumentar la afinidad por agregados de Aβ.  

 

     Otro de los inconvenientes que pueden presentarse al inyectar NPs in 

vivo es la interacción de las mismas con los componentes sanguíneos. 

Dichos componentes podrían unirse a su superficie, cambiando sus 

propiedades (tamaño, carga, etc.) y conduciendo a efectos tóxicos y 

retención en diversos órganos, disminuyendo así el tiempo de circulación en 

plasma y reduciendo la penetración a través de la BHE (Moghimi, Hunter, 

& Murray, 2001). 

     En nuestro grupo de investigación se ha demostrado que AuNPs de 12,5 

nm se acumulan en hígado y bazo excretándose por la vía biliar (Lasagna-

Reeves et al., 2010). Según Sadauska y cols. la acumulación en los 

mencionados órganos podría deberse a la captación de las NPs por células 
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del sistema retículo endotelial (SRE) lo que dificulta en gran medida la 

biodisponibilidad para llegar al cerebro (Sadauskas et al., 2009). Otros 

aspectos claves que se relacionan con el comportamiento farmacocinético 

de las NPs son la carga, el tamaño y el recubrimiento con proteínas del 

plasma para formar la denominada corona de proteínas. Es así que NPs con 

carga superficial positiva (potencial zeta  aprox. +50 mV) producen efectos 

tóxicos debido a la formación de poros en las membranas celulares, 

desencadenando procesos de hemólisis y agregación plaquetaria (Li & 

Huang, 2008; Xiao et al., 2011). Asimismo, la “corona de proteínas” que se 

forma alrededor de la NP puede contener inmunoglobulinas que son 

reconocidas por el SRE favoreciéndose la acumulación en bazo e hígado. 

También, en la mencionada corona, las proteínas podrían cambiar su 

estructura terciaria al unirse a la NP perdiendo sus actividades biológicas 

(Xiao et al., 2011). Por otra parte, el tamaño de la NP puede jugar un papel 

clave en su biodistribución, es así que NPs de 300 nm quedan acumuladas 

en bazo e hígado principalmente, en comparación a NPs de 10 nm que 

pueden distribuirse en todo el organismo llegando al cerebro, teniendo una 

alta permeabilidad y también una alta tasa de eliminación (Li & Huang, 

2008).  
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     Una estrategia para reducir la interacción con proteínas del plasma que 

favorezcan la interacción con el SRE y así evitar la retención en hígado y 

bazo, es recubrir las NPs con polímeros biocompatibles como el 

polietilenglicol (PEG), el cual es hidrofílico e inerte. Este recubrimiento 

disminuye las interacciones con proteínas plasmáticas, disminuyendo su 

captura por el SRE. Asimismo, el mencionado recubrimiento puede cambiar 

la carga superficial, disminuyendo el potencial Z (pZ) a niveles cercanos a 

la neutralidad lo cual también reduce la toxicidad (Li & Huang, 2008).  

1.6. Uso de modelos animales de la enfermedad de Alzheimer para 

probar la distribución de nanomateriales y la desagregación de Aβ 

 

     Un paso clave en el diseño y desarrollo de nuevas herramientas 

terapéuticas es el uso de modelos in vivo, que contemplan más variables que 

los modelos in vitro, de manera que permiten dar un paso más cerca a los 

resultados que se podrían tener en humanos. En ese sentido, en el estudio de 

la EA, se ha utilizado un modelo básico empleando el organismo 

Caenorhabditis elegans, el cual en su forma wild type produce la proteína 

APP: APL1. Ésta proteína posee una alta identidad dentro del dominio extra 

celular e intracelular con la APP humana, sin embargo no posee la 
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secuencia de Aβ (Ewald & Li, 2012). No obstante, se ha desarrollado un 

modelo de C. elegans manipulado genéticamente, al que se le incorporó un 

mini gen que codifica para el péptido Aβ1-42 (C. D. Link, 1995). En ambos 

casos el gen se ha puesto bajo el dominio de un promotor exclusivo de las 

células musculares, de manera de localizar en ese tejido los agregados 

tóxicos de Aβ1-42, lo que conduce a una pérdida de la motilidad del 

nematodo con el paso del tiempo de vida del animal. Este sistema es ideal 

para realizar experimentos preliminares para evaluar la eficacia de un 

fármaco a ser empleado para deshacer los agregados tóxicos de Aβ1-42. 

     Otro modelo in vivo que se utiliza para estudiar la enfermedad de 

Alzheimer es el modelo de ratón. Debido a que los eventos que llevan a una 

persona a desarrollar la enfermedad de Alzheimer no se conocen con 

certeza, este modelo animal ha sido desarrollado basándose en mutaciones 

características de la EA con un origen familiar o hereditario. Se valida esta 

manera de recrear la enfermedad, ya que se asume que los eventos río abajo 

de la iniciación de la enfermedad son muy similares entre la enfermedad 

con un origen hereditario y la de origen idiopático. Este modelo es esencial 

para determinar mecanismos moleculares en la progresión de la enfermedad 

y para evaluar potenciales terapias (LaFerla & Green, 2012).  En este 
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trabajo usamos la cepa doble transgénica APPswe/PS1, la cual expresa los 

transgenes para la APP humana mutante Swedish y la presenilina 1 humana 

mutante con la deleción E9, ambas dirigidas a neuronas del SNC (Filali, 

Lalonde, & Rivest, 2011). 

     De esta manera, en este proyecto, NvOs recubiertas con polietilenglicol 

se multimodificaron con el péptido D1 que se une con gran afinidad a 

agregados tóxicos de Aβ y con el péptido Angiopep 2, para favorecer la 

transcitosis a través de la barrera hematoencefálica,  de manera de dirigir las 

NvO hacia el SNC y que puedan alcanzar las diferentes formas de 

agregados tóxicos del péptido Aβ y potencialmente producir su 

desagregación in vivo mediante la aplicación de radiación infrarroja.  
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1.7. Hipótesis de Trabajo 

     NvO multifuncionalizadas con polietilenglicol (PEG), el péptido 

Angiopep-2 y con el péptido D1, presentan una mejor llegada al cerebro, 

reconocen agregados del péptido β-amiloide y afectan la agregación del 

péptido Aβ in vitro, respecto a una NvO-PEG sin los péptidos.   

1.8. Objetivo General 

     Determinar si NvOs multifuncionalizadas con poletilenglicol (PEG), con 

el péptido Angiopep-2 y con el péptido D1, presentan una mejor llegada al 

cerebro y si se codistribuyen con los agregados Aβ in vivo en un modelo 

animal de la EA.  

 

 Estudiar el efecto in vitro de la irradiación sobre la agregación del 

péptido Aβ incubado con NvOs multifuncionalizadas. 
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1.9. Objetivos Específicos 

1. Sintetizar y caracterizar NvO multifuncionalizadas con PEG, D1 y 

Angiopep2. 

2. Evaluar la capacidad de las NvO multifuncionalizadas de penetrar 

modelos celulares de Barrera Hematoencefálica. 

3. Evaluar el efecto de las NvO modificadas sobre la agregación del 

péptido Aβ. 

4. Evaluar la capacidad de las NvO multifuncionalizadas de llegar al 

cerebro de ratones APPswe/PSEN1d9, un modelo murino de la EA. 

5. Evaluar el efecto de las NvO modificadas en la cepa 2120 de C. 

elegans, un modelo de la EA. 
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2. Capítulo 2 
 
 
 
 

MATERIALES Y METODOS 
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Reactivos 

     Los reactivos HAuCl4, Bromuro de cetiltrimetilamonio, borhidruro de 

sodio, ácido ascórbico, AgNO3, Thioflavina T, Thioflavina S,  1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), Sulfo-N-

Hydroxysuccinimide (Sulfo-NHS), buffer fosfato salino (PBS), fueron 

comprados en Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).  

     Los reactivos suero fetal bovino (SFB), suplemento b27,  medio 

Neurobasal, GlutaMax, medio DMEM, AlexaFluor647 se adquirieron en  

Gibco/Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) 

Los reactivos HFIP y HCl fueron adquiridos en Merk (Darmstadt, 

Alemania). 

     Los reactivos HS-PEG-OMe y HS-PEG-OMe se adquirireon  en JenKem 

Technology (Texas, USA). 

AccQ-Tag kit fue comprado a Waters Corporation (Milford, Massachusetts, 

USA). 

     El péptido Aβ1-42 fue adquirido de  rPeptide (Georgia, USA), 

Paraformaldehido (PHF) fue adquirido a Electron Microscopy Sciences 

(Pensilvania, USA) y el reactivo MTS  se adquirió de  Promega (Madison, 

USA). 
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2.1. Preparación 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 pequeñas esferas y a partir de ellas 

se produce el crecimiento de la NvO (MacQueen, 2007). En un primer paso, 

se preparó una solución de semillas  reduciendo 250 µl de HAuCl4 con 9,75 

ml de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) 0,1 M y 600 µl de 

borhidruro de sodio (0,01 M) preparado en frío. Las semillas se 

mantuvieron a 27°C por dos hrs antes de ser usadas. A continuación se 

preparó una solución de crecimiento en la cual se le agregaron 55 µl de 

ácido ascórbico 0,1 M, 75 µl AgNO3 0,01 M, 9,5 ml de CTAB 0,1 M y 500 

µl de HAuCl4 0,01 M. Luego se agregaron 250 µl de HCl 0,1 M y 12 µl de 

la solución de semillas preparadas previamente. La solución se dejó 

reaccionar por 10 min a 27°C para luego centrifugar a 7030 g por 15 min. 

     Luego de la centrifugación, el sobrenadante fue descartado, y el pellet 

fue resuspendido en agua mili Q. 
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2.2. Espectrofotometría de Absorción Molecular  

 

    Las NvO fueron caracterizadas mediante espectrofotometría de absorción 

molecular a temperatura ambiente utilizando un espectrofotómetro Perkin 

Elmer 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 que va desde los 

700 a los 1000 nm, dependiendo de su relación de aspecto (S. Link & El-

Sayed, 2003). 

 

2.3. Dispersión Dinámica de la Luz (DLS) 

 

     Las NvO también fueron caracterizadas mediante dispersión dinámica de 

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

(Dh) y su estabilidad coloidal. Estas mediciones fueron realizadas por 

triplicado en un equipo Zeta sizer 3000 de Malvern Instruments y se uso 

una celda capilar plegada desechable (DTS1070). 
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2.4. Potencial Z (pZ) 

 

     La medición de potencial Z (pZ) (Zeta sizer 3000, Malvern Instruments, 

UK) de nanopartículas consiste en 3 repeticiones de cada solución de NvO. 

Dado que las mediciones del potencial zeta es realizada en agua, la 

aproximación de Smolochowski (Doane, Chuang, Hill, & Burda, 2012) ha 

sido usada para calcular el potencial zeta a partir de la movilidad 

electroforética de la nanopartícula en solución. Las determinaciones 

electroforéticas de potencial zeta fueron comúnmente realizadas en medio 

acuoso y una solución moderada de electrolitos. Se uso una  celda capilar 

plegada desechable (DTS1070). 

 

2.5. Microscopía electrónica de Transmisión (TEM) 

 

     Las NvO fueron observadas 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 NvO sobre grillas de cobre tratadas con Formvar 

carbón y dejarlas secar. Para las muestras con fibras del péptido Aβ, la 
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muestra se preparó de la misma manera, añadiendo un último paso de 

tinción con ácido fosfotúngstico 1% por dos minutos.  

     Mediante esta técnica se determinó su tamaño y la relación de aspecto 

(largo/ancho) mayoritaria para la población de NvO. Para obtener datos 

poblacionales se midieron 100 partículas empleando el programa ImageJ 

representándose los datos como histogramas de frecuencia vs relación de 

aspecto. 

 

2.6. Estabilización de NvO con PEGs y conjugación con ligandos 

peptídicos  

 

     Los péptidos Angiopep 2 y D1 fueron conjugados a las NvO en un 

procedimiento de tres pasos: Primero, 50 µl de una solución de SH-PEG-

OMe 1 mM fue agregada a 10 ml de una suspensión de NvO-CTAB 1 nM, 

y la solución se dejó reaccionar bajo agitación magnética durante 10 min. 

Las NvO-PEG-OMe fueron centrifugadas a 20.800 g por 10 min y luego el 

sobrenadante fue descartado. El pellet fue resuspendido en 10 ml de agua 

mili Q. Posteriormente, se agregó a la suspensión de NvO-PEG-OMe 300 

µl de una solución de SH-PEG-COOH 1 mM y se dejó reaccionar durante 
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una hora en agitación mecánica, resultando en una capa mixta de PEG-OMe 

y PEG-COOH sobre la superficie de la NvO (NvO-PEGs). La suspensión 

fue luego centrifugada a 20.800 g por 10 min y el sobrenadante fue 

descartado. El pellet fue resuspendido en 100 µl de la solución 

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 µl de MES y luego fueron 

incubadas con la suspensión de NvO-PEGs por 15 min para activar los 

grupos carboxilos en la superficie de la NvO. El exceso de EDC/Sulfo-NHS 

fue removido posteriormente por centrifugación a 20.800 g por 10 min.  Las 

NvO-PEGs activadas fueron mezcladas con los péptidos, en una relación 

1:9 de D1 y Ang2 respectivamente, en la solución amortiguadora PBS pH 

7,4 en una relación NvO:péptido 1:1.000. La solución se mantuvo en 

agitación suave durante 2 hrs a temperatura ambiente y es guardada a 4°C. 

Previo a su uso, las NvO-péptidos fueron centrifugadas a 20.800 g por 10 

min para eliminar los péptidos no unidos.   
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2.7. Calculo de la concentración de NvO  

 

     Una alícuota de un volumen conocido de una suspensión de NvO fue 

liofilizada y el contenido de oro fue determinado por activación neutrónica, 

(CAu) (Comisión Chilena de Energía Nuclear, CCHEN).  

     Las muestras fueron selladas y expuestas por 17 hrs a un flujo de 

neutrones de 0,25–1,3 n/cm2s con un poder de 5 mW usando un reactor 

RECH-1 en la Comisión Chilena de Energía Nuclear, CCHEN, gatillando la 

conversión de 197Au a 198Au. Después de 7-12 días de bombardeo con 

neutrones, los rayos γ emitidos por las muestras fueron contados y 

separados por energía usando un detector de germanio acoplado 

espectrómetro multicanal de rayos γ acoplado a un computador. El espectro 

de rayos γ fue analizado usando el software SAMPO90 Canberra. Una vez 

obtenida la concentración de oro presente en la muestra y conociendo el 

número de átomos por AuNP así como la densidad de este elemento en el 

nanocristal y el tamaño de las mismas mediante observaciones de TEM 

(realizando una estadística sobre 100 AuNP) se determinó la concentración 

molar de las AuNP siguiendo la ecuación 1.1 publicada por Link y cols (S. 

Link & El-Sayed, 2001). 
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Ecuación 1.1: 

 

Dónde: 

pAu: densidad de átomos de oro en el bulk (59 átomos/nm3) 

CAu: concentración de oro determinada por activación neutrónica 

(CCHEN) 

L: largo de las NV determinadas por TEM 

W: ancho de las NV determinadas por TEM 

 

2.8. Estimación del número de moléculas de péptido por NvO  

 

     Para estimar el número de moléculas de péptido acopladas a cada NvO-

modificada se hizo un análisis de los aminoácidos presentes en las muestras 

de NvO. Se realizó una hidrólisis de las NvO-modificadas agregando HCl 

6N y un patrón de concentración conocida (ácido aminobutírico) 

calentándose la muestra en un tubo cerrado a 110°C durante 72 hrs. 

Posteriormente, el tubo se enfrió eliminándose todo el ácido clorhídrico 

mediante evaporación rotatoria (hasta sequedad). El sólido obtenido fue 
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resuspendido en 200 µl de HCl 20 mM. Posteriormente, se tomaron 20 µl, a 

los cuales se le agregaron 60 µl de tampón borato (reactivo comercializado 

junto al AccQ-Tag kit de Waters como AccQ-Fluor Borate buffer). 

Posteriormente, la muestra se derivatizó agregando 20 µl de 6-

aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) (reactivo 

comercializado como AccQ-Fluor por Waters), el cual se dejó durante 1 

min a temperatura ambiente y luego 10 min a 55ºC. Una vez realizado este 

proceso la muestra se inyectó en un equipo de HPLC-PDA conteniendo una 

columna AccQ-Tag (C18; 4µm; 3,9 x 15mm) obteniéndose los picos 

correspondientes a los aminoácidos presentes en la muestra, para poder 

realizar la comparación se cuenta con un estándar de aminoácidos (pico-Tag 

comercializado junto al kit AccQ-Tag por Waters). Finalmente, siguiendo 

un aminoácido que sea único para cada péptido, se determinó la 

concentración que hay del mismo. Al conocer la cantidad de NvO que se 

colocaron en un inicio se puede determinar la relación péptido/NvO. 
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2.9. Cultivo celular de la línea de neuroblastoma SH-SY5Y 

 

     La línea celular SH-SY5Y fue mantenida en DMEM bajo en glucosa 

(Biological Industries) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

inactivado, 2 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina y 0,05 g/ml de 

estreptomicina. Se hicieron crecer y se mantuvieron a 37°C en atmosfera de 

CO2 al 5%. 

 

2.10. Cultivo celular de la línea celular endotelial de cerebro de ratón 

inmortalizada  bEnd.3 

 

     La línea celular bEnd.3 fue mantenida en DMEM alto en glucosa 

(Gibco) suplementado con 10% de SFB  inactivado, 2 mM de glutamina, 50 

U/ml de penicilina y 0,05 g/ml de estreptomicina. Las células se hicieron 

crecer y se mantuvieron a 37 °C en atmosfera de CO2 al 5%. 

 

2.11. Cultivo de neuronas Hipocampales 

 

     El cultivo primario de neuronas de hipocampo de embriones de rata 



 35 

Sprague-Dawley fue preparado como describe Stefanie Kaech y Gary 

Banker (Kaech & Banker, 2006). Primero, ratas preñadas de 18 días fueron 

anestesiadas mediante inhalación en cámara de CO2, se removieron los 

embriones y se disectó el hipocampo en solución salina balanceada de Hank 

(HBSS). Después, el tejido fue resuspendido en HBSS con tripsina al 1% y 

se incubó por 20 min a 37°C. Luego, el tejido se disoció de forma mecánica 

en medio de cultivo DMEM bajo en glucosa, suplementado con 10% SFB. 

Posteriormente, las células hipocampales fueron sembradas en placas 

tratadas con polilisina y mantenidas con medio neurobasal suplementado 

con B27 y GlutaMax durante 6 días antes de ser usadas. 

 

2.12. Ensayo de viabilidad celular para la línea celular de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y 

 

      Para determinar el efecto de las NvO-D1/Ang2 sobre la viabilidad 

celular en la línea SH-SY5Y se utilizó el ensayo de viabilidad celular de 

MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Este ensayo permite establecer una relación 

entre el número de células viables y la absorbancia a una longitud de onda 
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determinada. Para este ensayo, se sembraron células a una densidad de 

5.000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos y fue mantenido con 

medio de cultivo DMEM. Luego, las células fueron tratadas con 

concentraciones crecientes de NvO-D1/Ang2 (0,1, 0,2 y 0,4 nM). Después 

de 24 hrs de incubación, se evaluó la viabilidad celular por quintuplicado, 

en tres experimentos independientes usando el ensayo de MTS de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante. Las sales de tetrazolium del MTS necesitan 

un reactivo acoplante de electrones (metosulfato de fenazina, PMS), los 

cuales (PMS y MTS) fueron disueltos en PBS a un pH óptimo en el rango 

de 6 a 6,5. PMS y MTS y fueron mezclados para obtener en el ensayo 333 

µg/ml de MTS and 25 µM de PMS. Esta mezcla fue agregada a las células 

por un rango de entre 1 a 3 hrs a 37°C. Finalmente se determinó  la 

absorbancia a 490 nm. 

 

2.13. Ensayo de viabilidad celular para la línea celular endotelial de 

cerebro de ratón bEnd.3. 

 

     Para este ensayo, se sembraron células a una densidad de 10.000 células 

por pocillo en una placa de 96 pocillos y fue mantenido con medio de 
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cultivo DMEM. Luego, las células fueron tratadas con concentraciones 

crecientes de NvO-D1/Ang2 (0,1, 0,2 y 0,4 nM). Después de 24 hrs de 

incubación, se evaluó la viabilidad celular por quintuplicado, en tres 

experimentos independientes usando el ensayo de MTS de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante, como se ha descrito en la sección 2.12. 

 

2.14. Ensayo de viabilidad celular en cultivo de neuronas hipocampales. 

 

     Las células hipocampales fueron sembradas en una placa de 96 pocillos 

a una densidad de 60.000 células por pocillo, mantenidos en medio 

Neurobasal suplementado con B27 y Gluta Max. Las células neuronales 

fueron tratadas con NvO-D1/Ang2 a diferentes concentraciones (0,1, 0,2 y 

0,4 nM). 24 hrs después la viabilidad celular fue evaluada mediante un 

ensayo de MTS, como se describió en la sección 2.12.  

 

2.15. Cuantificación de oro en cultivo línea celular de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y 

 

     La línea célular SH-SY5Y fue sembrada en una placa de 24 pocillos a 
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una densidad de 60.000 células por pocillo y luego mantenida con medio 

DMEM. Las células SH-SY5Y fueron incubadas con NvO-D1/Ang2 (0,4 

nM) a diferentes tiempos (0-24 hrs.). Las células fueron luego lavadas cinco 

veces con una solución amortiguadora salina de fosfato (PBS) pH 7,4 y 

tratadas con tripsina al 1% para recolectarlas luego en 500 µl de PBS. 

Luego la solución correspondiente a cada muestra fue liofilizada y el 

contenido de oro fue determinado por el análisis de activación neutrónica en 

la Comisión Chilena de Energía Nuclear (CCHEN). 

 

2.16. Cuantificación de oro en cultivo primario de hipocampo  

 

     Las células hipocampales fueron sembradas en una paca de 96 pocillos a 

una densidad de 60.000 células por pocillo, luego mantenidas con medio 

Neurobasal suplementado con B27 y GlutaMax. Las células hipocampales 

fueron incubadas con NvO-D1/Ang2 (0,4 nM) a diferentes tiempos (0-24 

hrs.). Las células fueron luego lavadas cinco veces con una solución 

amortiguadora salina de fosfato (PBS) pH 7,4 y tratadas con tripsina al 1% 

para recolectarlas luego en 200 µL de PBS. Luego la solución 

correspondiente a cada muestra fue liofilizada y el contenido de oro fue 
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determinado por el análisis de activación neutrónica en la Comisión Chilena 

de Energía Nuclear (CCHEN). 

 

2.17. Marcaje de NvO-multimodificadas con Alexa Fluor 647. 

 

     Las NvO multimodificadas (NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2, NvO-

D1/Ang2, NvO-pApoE y NvO-D1/pApoE) fueron marcadas con la sonda 

fluorescente Alexa Fluor 647 activada con una hidrazida. Este grupo 

reacciona en solución acuosa con ácidos carboxílicos, aldehídos y cetonas. 

500 µl de una suspensión de NvO-modificadas (20 nM), se lavaron con 

agua mili Q mediante centrifugación (20.800 g por 10 minutos) 3 veces 

para eliminar el exceso de péptido libre remanente del proceso de 

conjugación. Luego, se resuspendieron en 100 µl de agua mili Q y se le 

agregaron 10 µl de una solución 1 mg/ml de Alexa fluor 647 

(ThermoFisher) activada con hidrazina. Se incubó la solución protegida de 

la luz durante toda la noche con agitación mecánica a temperatura ambiente, 

para posteriormente ser guardada a 4°C. Antes de ser utilizada, fue lavada 

con agua mili Q tres veces por centrifugación, para eliminar la sonda 



 40 

fluorescente no unida. Se evaluó la presencia de la sonda fluorescente en la 

NvO-modificada realizando un barrido de emisión entre 630 nm y 700 nm.  

 

2.18. Evaluación de la penetración celular de NvO-multimodificadas 

marcadas con Alexa Fluor 647 en la línea celular bEnd.3 mediante 

citometría de flujo.  

 

     Las células bEnd.3 se sembraron a una densidad de 40.000 células por 

pocillo una placa de 24 pocillos y luego de 24 hrs de cultivo éstas formaron 

una monocapa confluente. Luego, las células fueron incubadas con NvO-

multimodificadas (NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2, NvO-D1/Ang2, NvO-

pApoE y NvO, D1/pApoE) marcadas con Alexa Fluor 647 a una 

concentración de 0,05 nM por 2 o 24 hrs a 37°C. Luego de eso, las células 

fueron lavadas 3 veces, tripsinizadas y recolectadas. Las células fueron 

lavadas una vez más y se realizó el análisis de citometría de flujo utilizando 

un equipo Beckman Coulter CyAn ADP equipado con 3 lasers 488, 643 y 

405 nm. Se evaluaron 10.000 células por muestra y todos los ensayos se 

hicieron por triplicado. 
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2.19. Preparación de células bEnd.3 incubadas con NvO-D1/Ang2 para 

evaluar internalización mediante TEM. 

 

     Para la fijación celular, las células bEnd.3 fueron sembradas en una 

placa petri de 90x15 mm y se incubaron a 37 °C en un atmosfera de CO2 

hasta que alcance una confluencia mínima de 70%. Luego de 24 horas de 

incubación con las muestras de NV (NvO-D1/Ang2, 0,05 nM) las células 

fueron lavadas con medio fresco y se fijaron con glutaraldehído 2,5% en 

buffer fosfato 0,1 M. Las células fueron raspadas desde la superficie celular 

y recolectadas en un tubo Eppendorf para luego dejar fijar durante la noche 

a 4°C. Luego el pellet fue post fijado con OsO4 1% en solución 

amortiguadora de fosfato por 90 min, deshidratado en soluciones con 

gradiente de acetona y finalmente embebido en Epon. Se cortaron secciones 

de 80 nm de grosor y se colocaron grillas de cobre cubiertas con carbón, 

posteriormente teñidas con acetato de uranilo. 
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2.20. Agregación del péptido Aβ1-42 en presencia de NvO-modificadas 

con péptidos. 

 

     Para la formación de las fibras del péptido Aβ, alícuotas de 0,05 mg del 

péptido Aβ1-42 se  trataron con HFIP (1, 1, 1, 3, 3, 3-Hexafluoro-2-propanol) 

durante 30 min a temperatura ambiente. Luego las muestras fueron 

liofilizadas y resuspendidas en 28 µl de H2O MiliQ y se incubaron a 4°C 

toda la noche. Luego se agregaron las NvO (resuspendidas en agua) 

quedando a una concentración de 0,48 nM. La concentración final del 

péptido Aβ fue de 20 µM en todos los casos. El péptido fue incubado 

durante 48 hrs a 37°C con agitación mecánica de 300 rpm.  

     A las fibras ya crecidas se les realizó el test de fluorescencia de ThT. 

Este cromóforo fluoresce a 480 nm al ser excitado a 450 nm en presencia de 

fibras de Aβ, siendo la intensidad de fluorescencia emitida por esta 

molécula directamente proporcional a la cantidad de fibras de Aβ presentes. 

De esta manera se puede detectar la presencia de fibras como así también se 

pudo evaluar la desaparición o aumento de las mismas (Sabaté & Estelrich, 

2005; Sabaté & Saupe, 2007). Después de la incubación, 25 µl de las 

muestras se depositaron en pocillos de placas de fondo negro Nunc® 
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MaxiSorp™ 384 well plates, que contenían 20 µl del buffer glicina 0,1 M a 

pH 8,4 y en el momento antes de realizar la medición se agregaron 5 µl de 

tioflavina t (ThT) 100 µM a cada pocillo. Estos experimentos fueron 

realizados en un espectrofluorímetro de placas BioTek, modelo synergy 

MX, excitando a 450 nm y leyendo la fluorescencia a 480 nm. Todos los 

datos de fluorescencia de ThT realizados en esta tesis se expresan como 

porcentaje con respecto a un control de fibras de Aβ sin tratamiento de 

NvO, solamente con el vehículo (100%). Las diferencias significativas entre 

el conjunto de datos contables y los experimentos fueron determinados 

utilizando la prueba de Student para muestras no pareadas. El índice de 

significancia de un 95%, (p < 0,05), fue considerado estadísticamente 

significativo.  

 

2.21. Agregación del péptido Aβ1-42 en presencia de NvO-modificadas 

con péptidos e irradiadas con láser de 808 nm y 350 mW de 

potencia. 

 

     Se repitió el protocolo de incubación descrito en la sección 2.20, con la 

diferencia que previo al proceso de crecimiento de las fibras, las muestras 
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se dividieron en dos y una de ellas es irradiada con un láser de 808 nm y 

350 mW de potencia durante dos horas, y la otra alícuota no es irradiada. 

Posterior a la irradiación, se sigue con el proceso de crecimiento y 

evaluación del crecimiento de las fibras como se describe en 2.20. 

 

2.22. Propagación de C. elegans 2120 y tratamientos. 

 

     Los medios y soluciones utilizadas para trabajar con éste modelo fueron 

las siguientes: 

• Medio M9: 44 mM KH2PO4, 36 mM Na2HPO4, 0,5 mM MgSO4, 86 

mM NaCl. 

• Medio NGM: 1,7% de agar, 0.3% NaCl y 0,25% bactopeptona. 

Autoclavado por 50 min. 

• Solución de cloro para sincronización: 28% NaOH 4%, 40% 

Hipoclorito de sodio (cloro comercial) y 32% de agua. 

Para sincronizar una población de gusanos en la misma etapa de desarrollo, 

gusanos hermafroditas en edad reproductiva fueron tratadas con el método 

de hipoclorito (Lewis & Fleming, 1995), y los huevos que se obtuvieron 

son sembrados en una placa de agar, como las que se describieron 
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previamente en esta sección. Los animales luego fueron recolectados al 

tiempo indicado (etapa larvaria L4) mediante el lavado de la placa con la 

solución salina M9 y precipitados por centrifugación suave descartándose el 

sobrenadante. Los gusanos hermafroditas fueron usados para todos los 

experimentos que incluyen la cepa CL2120. 

     Los nematodos C. elegans cepa CL2120  se cultivaron y se mantuvieron 

en medio NGM según protocolo (Stiernagle, 2006), en placas inoculadas 

con Escherichia coli OP50 cultivadas previamente en medio LB (Brenner, 

1974). La cepa CL2120 fue mantenida a 20°C.  

     Para el tratamiento con NvO-D1/Ang2 o el péptido D1 se utilizó el 

siguiente protocolo durante 5 días: 

     Los gusanos fueron recolectados mediante el lavado de las placas con la 

solución salina M9 en etapa larvaria L4. Luego se precipitaron por 

centrifugación suave y el sobrenadante fue descartado. Luego de eso, los 

gusanos fueron incubados con NvO-D1/Ang2 1,5 nM o el péptido D1 a 0,5 

o 1 uM, por cuatro hrs. Posteriormente los gusanos se colocaron 

nuevamente en una placa con agar y bacterias y alimentándose por dos 

horas.  Luego los gusanos fueron nuevamente recolectados e incubados con 

NvO-D1/Ang2 1,5 nM o el péptido D1 a 0,5 o 1 uM, por cuatro hrs más. 
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Finalmente, los gusanos son dejados en una nueva placa alimentándose 

durante toda la noche (13 hrs aproximadamente). 

     

2.23. Análisis de Movimiento  

 

     A los días 3 y 5 de tratamiento, algunos gusanos fueron tomados y se 

registró su movimiento grabándolos mientras nadaban en una gota de la 

solución salina M9. Estos videos luego fueron analizados usando el 

programa WormLab 3.0 (MBF Bioscience).  

 

2.24. Tinción con Tioflavina S de C. elegans 2120 

 

     La tinción con Tioflavina S (ThS) fue realizada como se describe 

previamente (Fay, Fluet, Johnson, & Link, 1998). Primero, los gusanos 

fueron recolectados desde las placas y fijados con paraformaldheido al 4% 

en PBS, pH 7,4, por 24 hrs a 4 °C. Luego, la solución de fijación fue 

removida y reemplazada por una solución de permeabilización (125 mM 

Tris, pH 7,4, 1% Triton X-100, 5% β-mercaptoethanol) y los gusanos 

fueron incubados a 37 °C por 24 hrs. Los animales luego fueron lavados 
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tres veces con PBS-T (PBS más 0.1% Triton X-100), teñidos con 0,125% 

de ThS (Sigma) en etanol 50% por dos minutos y posteriormente desteñidos 

por dos minutos más en etanol 50%. Las muestras teñidas fueron 

resuspendidas en PBS y montadas en un portaobjeto usando medio de 

montaje fluorescente (Fluoromount). Las fotografías se obtuvieron usando 

un microscopio de fluorescencia fotografiándose específicamente la cabeza 

de los animales para no tener interferencia de la autofluorescencia del 

intestino del nematodo. El análisis de las imágenes se realizó con el 

programa gratuito ImageJ. 

 

2.25. Evaluación de la llegada de las NvO-D1/Ang2 al cerebro del ratón 

APPswe/PSEN1dE9 , modelo murino de la Enfermedad de 

Alzheimer. 

 

     En este estudio se emplearon los ratones transgénicos modelo de la 

Enfermedad de Alzheimer, APPswe/PSEN1dE9 (The Jackson Laboratory). 

Este modelo es un doble transgénico que expresa una proteína precursora 

amiloide la cual es una quimera ratón/humana (Mo/HuAPP695swe) la 

presenilina 1 humana mutante (PS1-dE9), ambas dirigidas a neuronas del 
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sistema nervioso central. Ambas mutaciones están asociadas en humanos a 

la EA precoz o hereditaria. Cada animal fue anestesiado con ketamina 

xilazina (40 mg/kilo y 15 mg/kilo respectivamente) administrada por vía 

intraperitoneal, para posteriormente administrar vía intravenosa, por la vena 

lateral de la cola, 100 µl de una suspensión 10 nM de NvO-D1/Ang2 o 

NvO-PEGs. Luego de 15 min post inyección, el animal aún anestesiado, fue 

perfundido con PBS. Luego de que no perfundió más sangre y el hígado fue 

blanqueado lo más posible se obtuvieron los órganos de interés, y se 

congelaron en nitrógeno líquido para luego ser liofilizados a -50ºC con una 

presión de 0,137 mBar. Una vez liofilizados, los órganos relativamente 

secos fueron molidos en un crisol de porcelana, para así homogeneizar las 

muestras y una vez molidas se colocaron en una estufa a 120ºC hasta 

conseguir un peso constante. Una vez obtenidos los órganos liofilizados y 

en su peso constante, se analizaron por análisis de activación neutrónica 

(AAN). Este análisis se realizó por la Comisión Chilena de Energía Nuclear 

(CCHEN) en la planta nuclear de la Reina. 
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2.26. Colocalización ex vivo de las NvOs modificadas con placas 

amiloides en cortes de cerebro de ratón modelo de EA  

 

     Los ratones transgénicos APPswe/PSEN1dE9 (The Jackson Laboratory) 

controles, sin tratamiento alguno, fueron sacrificados como aparece descrito 

en el protocolo de perfusión en la sección 2.25 al igual que la recolección 

de los órganos. Posteriormente los cerebros fueron fijados por inmersión 

con una solución de paraformaldehido 4% en PBS por 24 hrs a temperatura 

ambiente. Una vez fijados los cerebros fueron mantenidos en una solución 

de sacarosa al 30% y almacenados a 4°C hasta su utilización. Luego los 

cerebros fueron cortados en un criostato con un ancho de 30 µm. Luego los 

cortes seleccionados fueron permeabilizados con TBS-Triton X-100 al 

0,4%, y luego bloqueados con glicina 0,15 M por 15 min, NaBH4 (10 

mg/ml) 3 veces por 10 min, cloruro de amonio 50 mM por 10 min y luego 

con PBS 1X-Tritón 0,2%-BSA 5% por 1 hora. Los cortes fueron incubados 

por 24 horas con el anticuerpo W02 (dilución 1:200 en solución de bloqueo) 

que marca selectivamente las placas amiloides. Posteriormente los tejidos 

fueron lavados 4 veces por 10 min con PBS y fueron incubados con 

anticuerpos secundarios conjugados con anti-IgG de ratón-Alexa Fluor 488 
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(1:2.000 en solución de bloqueo) por 1 hr a temperatura ambiente. 

Finalmente, los cortes fueron lavados 4 veces por 10 min con PBS y 

después incubados con las NvO-modificadas por 5 min a una concentración 

0,1 nM. Luego los cortes fueron lavados 4 veces por 10 min con PBS y 

montados en medio de montaje DAKO. 

     Finalmente se obtuvieron imágenes usando un microscopio marca Carl 

Zeiss modelo Axio Imager A1 equipado con una cámara CCD color Carl 

Zeiss modelo AxioCam MRc5. Para microscopia de fluorescencia se utilizó 

como fuente de luz una Lámpara de Mercurio (Zeiss HBO 100) y los 

siguientes sets de filtros: 

• Verde: Zeiss filter set 09, Excitación: 450-490,  Emisión: LP 515. 

• Rojo: Zeiss filter set 45, Excitación: 560/40, Emisión: 630/75.  

     Para la adquisición de imágenes se utilizó el software Carl Zeiss 

AxioVision versión 4.8. Se utilizó un tiempo de exposición de 400 ms para 

el canal verde y 1000 ms para el canal rojo. Para cuantificar las imágenes 

obtenidas se siguió el siguiente protocolo: 

Se optimizaron las imágenes, previo al paso de segmentación y detección 

automatizada usando el software gratuito ImageJ-FiJi 
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- Sustracción de background: rojas rolling ball 50px/verdes rolling ball 

100px. 

- Ajustes de brillo y contraste (incluye redistribución de histograma) 

Segundo, segmentación y obtención de datos usando el software gratuito 

Cell Profiler: 

- Identificación y segmentación de núcleos celulares. 

- Identificación y segmentación de marca específica. 

- Medición de correlación entre ambas imágenes. 

- Relación entre objetos: marca especifica relacionada con las placas 

amiloides. 

- Clasificación de objetos: clasifica los objetos identificados como 

colocalizados o no colocalizados según la relación de la marca especifica 

con las placas amiloides. 

- Enmascaramiento de objetos para cálculo de región de placas 

amiloides que colocaliza con la marca específica para NvO-D1/Ang2. 

- Medida del área ocupada por la región colocalizada. 

- Cálculo de la colocalización entre marcas como porcentaje de 

colocalización respecto al total de marca. 

- Exportar datos a hoja Excel. 
 



 52 

2.27. Evaluación de la colocalización in vivo de NvO-D1/Ang2 con 

placas amiloides. 

 

     En este estudio se emplearon ratones transgénicos modelos de la 

Enfermedad de Alzheimer, APPswe/PSEN1dE9 (The Jackson Laboratory),  

y se le administró a un grupo de animales NvO-D1/Ang2 marcadas con 

Alexa Fluor 647 y a otro animal blanco se le administraron NvO-PEGs. 

Luego se siguió el tratamiento como se describe en la sección 2.25, se 

obtuvieron cortes de cerebros y se tiñeron las placas amiloides mediante 

inmunohistoquímica como se describe en la sección 2.26. Luego, se evaluó, 

mediante microscopía de fluorescencia, la presencia se las NvO-D1/Ang2 

marcadas con Alexa Fluor 647 en la cercana de las placas amiloides 

marcadas con Alexa fluor 488. La colocalización se determinó como 

aparece descrito en la sección 2.26. 
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2.28. Detección de NvO-D1/Ang2 en cerebro de ratón 

APPswe/PSEN1dE9 por TEM 

 

     Para confirmar la presencia de NvO en el cerebro del animal se utilizó 

TEM. El animal tratado con NvO-D1/Ang2 fue perfundido con PBS como 

se describe en la sección 2.26, para posteriormente ser perfundido con una 

solución de paraformaldehido al 2% con 2,5% de glutaraldehído en 

amortiguador fosfato  de sodio 0,1M. Luego se extrajo el cerebro del animal 

y se aisló el hipocampo, el cual fue fijado por inmersión con una solución al 

1% de tetróxido de osmio durante 1 hr. Posteriormente la muestra se lavó 3 

veces en buffer fosfato de sodio por 10 minutos y luego se deshidrata la 

muestra en etanol siguiendo la secuencia: 30%-50%-70%-90%-96% 7 min 

en cada paso, para lavar luego dos veces en etanol 100% y 2 veces más con 

acetona para luego infiltrarla con resina de Epon por 2 días, embebida en la 

misma resina, se polimerizó a 70ºC por 48 hrs. Se realizaron cortes de 1µ 

(Ultramicrótomo  Sorvall Porter Blum)  que fueron teñidos con azul de 

toluidina 1% en borato de sodio 1% para localizar área de corte fino. Cortes 

ultra delgados de 60 nm se obtuvieron empleando el mismo ultra 

microtomo, y luego fueron montados en rejillas de Cu cubiertas con 
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formvar. Finalmente las muestras fueron teñidas con acetato de uranilo al 

2% en agua y citrato de plomo. Posteriormente se obtuvieron micrografías 

mediante TEM. 
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3. Capítulo 3 
 
 
 
 
SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOVARILLAS DE ORO 

Y SUS CONJUGADOS 
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3.1. Síntesis y Caracterización de Nanovarillas de Oro (NvO) 

 

     Para la síntesis de  nanovarillas de oro (NvO) con una relación de 

aspecto cercana a 4 se realizó una síntesis mediada por semillas descrita 

previamente (Nikoobakht & El-Sayed, 2003). Brevemente, primero se 

sintetizaron los núcleos de oro, para lo cual la sal áurica fue reducida con 

NaBH4 frío en presencia de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). 

Luego, se preparó la solución de crecimiento que contenía la sal áurica 

(H4ClAu), CTAB, ácido ascórbico y AgNO3, a esta solución se le agregó  la 

solución de núcleos para obtener las NvOs después de varias horas. Para 

eliminar el CTAB en exceso se realizó una centrifugación a 4.000 g durante 

1 h. (Carolina Adura et al., 2013). Las NvO se caracterizaron por: a) 

Espectrofotometría UV-visible, b) Microscopía electrónica de transmisión 

(TEM), c) Potencial Z y Dispersión dinámica de la luz (DLS). Para 

determinar la concentración molar de NvO se liofilizó un volumen de 

solución de NvO y se cuantificó el oro mediante activación neutrónica de 

oro (Comisión Chilena de Energía Nuclear, CCHEN).  
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     La primera etapa de caracterización fue evaluar la presencia de NvO 

estabilizadas con CTAB (NvO-CTAB) mediante espectrofotometría de 

absorción molecular, en donde se observaron los dos picos característicos 

del plasmón transversal (512 nm) y longitudinal (773 nm aprox), descritos 

para las NvO. Esto se observa en la figura 3.1 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 Una vez obtenido el espectro de absorción de las NvO-CTAB  y 

corroborada la existencia de éstas debido a las bandas plasmónicas 

características, la muestra fue observada por STEM (Scanning 

Transmission electron microscopy)  (Figura 3.2). 

Figura 3.1 Espectro de absorción molecular característico de NvO-

CTAB, espectro representativo. 
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     En la Figura 3.2 se observa una imagen STEM de NvO-CTAB, y un 

histograma de relación de aspectos (largo/ancho) realizado sobre una 

población de 100 nanopartículas determinándose que la población 

mayoritaria de NvO-CTAB tiene una relación de aspecto de 4, siendo el 

largo promedio 48,8±5 nm y el ancho promedio 11±1 nm.  

      

     Otra técnica empleada para la caracterización de éstas NvO fue la 

Dispersión Dinámica de la Luz, o DLS por sus siglas en ingles. En la Figura 

3.3 se observa las distribución de tamaño para una solución de NvO. Esta 

técnica tiene como principio determinar el diámetro hidrodinámico (Dh) de 

Figura 3.2 Microscopía electrónica de NvO. A) Micrografía electrónica de 
NvO obtenidas con el método de síntesis mediada por semillas y B) 
histograma de relación de aspectos. 
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las partículas en suspensión mediante fluctuaciones de la luz dispersada por 

el coloide. 

 

 

     Se observa en la Figura 3.3 que aparecen dos poblaciones, la más 

pequeña aproximadamente de 3 nm y la segunda de aproximadamente 63 

nm.  

     La última caracterización realizada a las NvO-CTAB fue la 

determinación  del potencial Z (pZ), la cual es una medida indirecta de la 

carga superficial, ya que se determina a través de la movilidad 

electroforética de la nanopartícula, medida que en éste equipo es entregada 

utilizando la misma cubeta usada para medir el diámetro hidrodinámico, por 

Figura 3.3 Distribución de tamaños característica para NVO-CTAB 
determinada mediante DLS. 
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lo cual se utiliza la misma muestra.  En la Figura 3.4 se muestra la 

distribución de carga de una solución de NvO-CTAB. 

 

 

 

     Como se aprecia en la Figura 3.4 hay una población mayoritaria de carga 

muy positiva, con un promedio a 53±5 mV.  

El pZ será de utilidad en las siguientes etapas de funcionalización de la 

NvO, ya que al ir reemplazando el CTAB por otro tipo de moléculas 

estabilizadoras/funcionales el pZ irá variando de acuerdo a las propiedades 

eléctricas que éstas moléculas posean. De ésta manera, el pZ es una 

herramienta valiosa al momento de evaluar la funcionalización de 

nanopartículas. 

 

Figura 3.4 Distribución de cargas de tres muestras de  NvO-CTAB. 
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3.2. Obtención y Caracterización de NvO estabilizadas con PEGs 

 

     Una vez obtenidas las NvO-CTAB y caracterizadas, es necesario 

funcionalizar las NvO para aplicarlas en medios biológicos. Las NvO no 

son consideradas toxicas por sí solas, sin embargo, el CTAB, agente 

surfactante que se usa para estabilizar las NvO,  es altamente tóxico (C. 

Adura et al., 2013; Wang et al., 2008), por lo tanto debe ser reemplazado 

por algún otro surfactante biocompatible. Con este fin se empleó 

polietilenglicol o PEG, el cual es un polieter ampliamente usado en 

bionanoaplicaciones. El PEG es biocompatible, aumenta el tiempo de 

circulación en sangre de las nanopartículas, disminuye la retención hepática 

(Harris, 1992; Kingshott & Griesser, 1999; Ogris, Brunner, Schüller, 

Kircheis, & Wagner, 1999) y disminuye la formación de la denominada 

“corona de proteínas” (Groll et al., 2004; Harder, Grunze, Dahint, 

Whitesides, & Laibinis, 1998; Lee, Lee, & Andrade, 1995).  

     En este trabajo utilizamos PEGs tiolados, el grupo SH permite su 

quimiosorción sobre la superficie de oro, generando un enlace muy fuerte 

equivalente a un enlace covalente. Se usó dos tipos de PEGs-tiolados: uno 

presenta una terminación O-Metilo (HS-PEG-OMe) y el otro con un una 
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terminación COOH (HS-PEG-COOH). El HS-PEG-OMe se utiliza para 

darle estabilidad a la NvO y disminuir las interacciones con proteínas 

presentes en medios biológicos, por otra parte para poder unir péptidos u 

otra molécula que tenga grupos aminos libres, se usa el ácido carboxílico 

del PEG, mediante enlaces amida (Huang et al., 2011). Este último, se 

utiliza en una mayor proporción, aumentando el número de moléculas de 

péptidos puedan conjugarse a la NvO. Se realizó la reacción de conjugación 

de las NvOs con los PEGs en una relación 1/6.000.  

     Para nuestras NvO, no se obtuvieron diferencias en las bandas 

plasmónicas al evaluarlas mediante espectrofotometría de absorción 

molecular tal como se observa en la Figura 3.5, en donde el máximo del 

plasmón longitudinal para NvO-CTAB y NvO-PEGs se encuentra a 773 nm 

y 772 nm, respectivamente, lo cual era esperable y está de acuerdo con la 

literatura.  
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     El siguiente paso fue evaluar el Dh mediante DLS, en donde sí se 

observaron diferencias de las NvO-PEGs con respecto a la NvO-CTAB. 

Como se observa en la figura 6, hay un desplazamiento de ambos picos 

pasando de 3 nm (NvO-CTAB) a 6 nm (NvO-PEGs) para el primer pico, y 

de 63 nm (NvO-CTAB) a 98 nm (NvO-PEGs) para el segundo. 

Figura 3.5 Espectro de absorción molecular representativos de NvO-CTAB 
y NvO-PEGs. 
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     El desplazamiento del CTAB y la funcionalización con PEGs también 

fue evaluada mediante pZ. En la figura 3.7 se puede observar la distribución 

de cargas para las NvO-CTAB y NvO-PEGs, en donde hay un importante 

cambio en el pZ, pasando de un potencial muy positivo  (NvO-CTAB) a 

uno negativo (NvO-PEGs) con un promedio de -38±2 mV, cabe mencionar 

que la diferencia en la intensidad de los picos es debido a las diluciones 

utilizadas. 

Figura 3.6 Distribución de tamaños determinada mediante DLS de NvO-
CTAB y NvO-PEGs. 
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3.3. Modificación de las NvO-PEGs con péptidos para reconocer Aβ y 

atravesar la Barrera Hematoencefálica (BHE) 

 
     Con el fin de promover el direccionamiento de las NvO hacia los 

agregados del péptido Aβ presentes en el cerebro, y de esta forma acercarse 

hacia una potencial terapia para la EA, se conjugaron las NvO –PEG con 

dos péptidos. El péptido D1, cuya secuencia aminoacídica es qshyrhispaqv, 

es utilizado con la finalidad de destinar las NvO  a los agregados amiloides 

ya que este péptido tiene la capacidad de unir el Aβ con alta afinidad e 

inhibir la agregación del mismo.  

Figura 3.7 Distribución de cargas de NvO-CTAB y NvO-PEGs. 
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     Además el péptido es sintetizado con aminoácidos D con el fin que sea 

menos sensible a la degradación por proteasas y tenga un mayor tiempo de 

circulación en animales (Funke et al., 2012). 

    Asimismo, se funcionalizaron con un segundo péptido de secuencia 

TFFYGGSRGKRNNFKTEEY, denominado Angiopep 2 (Ang2), que 

favorece el paso a través la BHE. El péptido Ang2 se seleccionó ya que 

pertenece a la familia de péptidos Angiopep, derivados del dominio Kunits 

de aprotinin que se ha descrito favorece el cruce de la BHE a través del 

receptor LRP1 (M. Demeule, Regina, et al., 2008).  

     La unión de estos péptidos a las NvO-PEGs fue mediante sus aminos 

libres, favoreciendo la formación de enlaces amidas con el ácido 

carboxílico del SH-PEG-COOH, por lo que de ahora en adelante no se 

mencionará más la cadena de PEGs cuando se nombre la NvO modificada 

con algún péptido. 

     La primera caracterización fue evaluar mediante espectroscopía de 

absorción molecular posibles cambios en el plasmón de las NvO, 

observando que no los hay, como se muestra en la figura 3.8. 
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     Se evaluaron las NvO con las nuevas modificaciones mediante DLS, en 

donde no se observan grandes diferencias en los picos para las NvO-

péptidos, en comparación a NvO-CTAB y NvO-PEGs, lo cual se muestra 

en la figura 3.9 y se encuentra resumido en la tabla 3.1. 

Figura 3.8 Espectro de absorción molecular de NvO-CTAB, NvO-PEGs, 
NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2 
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Tabla 3.1 Resumen de la magnitud de los picos obtenidos, mediante DLS, 

de la distribución de tamaño para las diferentes NvO modificadas. 

Column1	 Pico	1(nm)	 Pico	2(nm)	
NvO-CTAB	 3	 61	
NvO-PEGs	 6	 96	
NvO-D1	 9	 80	
NvO-Ang2	 10	 84	
NvO-D1/Ang2	 10	 99	

 

 

Figura 3.9 Distribución de tamaños determinada mediante DLS para (A) 
NvO-CTAB, NvO-PEGs y (B) NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2. 
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     Se evaluó a continuación el efecto que tienen los péptidos sobre el pZ, 

los resultados se grafican en la figura 3.10 y están resumidos en la tabla 3.2. 

Sin considerar que las NvO-CTAB son las únicas que presentan un pZ 

positivo, como ya se mencionó con anterioridad, se aprecia una diferencia 

entre las NvO-PEGs y las NvO-peptidos, las últimas con un pZ no tan 

negativos como el NvO-PEGs y más cercano a la neutralidad. Este 

desplazamiento corresponde a la carga que confieren los péptidos que se 

agregan a la NvO, ya que a pH 7 el péptido D1 tiene una carga 1,2, y el 

péptido Ang2 tiene carga 2, por lo tanto, este desplazamiento en el pZ es 

indicativo de que los péptidos se han unido a la superficie de la NvO.  

 

 

 

Figura 3.10 Distribución de cargas de NvO-CTAB, NvO-PEGs, NvO-D1, 
NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2. 
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Tabla 3.2 Resumen de los pZ, mediante DLS para las diferentes NvO 

modificadas. 

Modificación	 pZ	(mV)	
NvO-CTAB	 53±7	
NvO-PEGs	 -38±2	
NvO-D1	 -10±0,2	
NvO-Ang2	 -13±2	
NvO-D1/Ang2	 -10±2	

 

     Finalmente, para estimar la relación de D1 y Ang2 que se  conjugaron a 

las NvO se realizó un análisis de aminoácidos. El análisis de aminoácidos 

permite estimar la cantidad total de péptidos por NvO siguiendo un 

aminoácido particular que sea exclusivo para cada péptido, en este caso se 

siguió la valina para determinar la cantidad del péptido D1 y la treonina 

para seguir al Ang2. Se realizó una hidrolisis de las NvO-D1/Ang2 usando 

HCl concentrado, a 110°C durante tres días, para hidrolizar completamente 

los péptidos y posteriormente determinar las concentraciones mediante 

HPLC. Los resultados se resumen en la tabla 3.3. 

 

Tabla 3.3 Cuantificación de péptidos por NvO mediante análisis de 
aminoácidos  

Modificación	 	péptidos/NvO	
NvO-D1/Ang2	 D1	439±23	

	
Ang2	173±36	
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     De esta manera se pudo confirmar la presencia de los péptidos sobre la 

superficie de la NvO, validando la estrategia de modificación. 
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4. Capítulo 4 
 
 
 
 

EVALUACION CELULAR DE NANOVARILLAS DE ORO 
MODIFICADAS Y EFECTOS SOBRE LA AGREGACION DEL 

PEPTIDO Aβ 
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4.1. Efectos sobre la viabilidad y la penetración celular de las 

nanovarillas modificadas. 

 

     Considerando el potencial uso del nanoconjugado NvO-D1/Ang2 para el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, se realizaron ensayos de 

citotoxicidad. Se utilizaron dos líneas celulares: la línea neuroblastoma SH-

SY5Y y la línea de células endoteliales neurovasculares de cerebro bEnd.3. 

Estos modelos celulares están caracterizados por su capacidad de incorporar 

lipoproteínas y la presencia del receptor LRP1. También se evaluó la 

citotoxicidad en cultivo primario de neuronas hipocampales de embriones 

rata de 18 días.  

     El ensayo que se empleó para evaluar los efectos sobre la viabilidad fue 

el de MTS, el cual permite evaluar la viabilidad celular mediante la 

actividad redox mitocondrial, midiendo la formación de un producto 

coloreado el cual es directamente proporcional al porcentaje de células 

vivas. Se evaluaron tres concentraciones de NvO-D1/Ang2: 0,1, 0,2 y 0,4 

nM, a un tiempo fijo de 24 hrs y una densidad de 5.000 células por pocillo 

para SH-SY5Y y 10.000 células por pocillo para bEnd.3. Se debe 

mencionar que en trabajos anteriores de nuestro laboratorio se había 
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determinado que las NvO-CTAB son tóxicas a concentraciones mayores a 

0,1 nM en células de neuroblastoma SH-SY5Y luego de 24 hrs de 

incubación (C. Adura et al., 2013). 

     Luego de 24 hrs de incubación, para las tres concentraciones evaluadas 

de los nanoconjugados (0,1, 0,2 y 0,4 nM), no se observó disminución 

(respecto al control) de la viabilidad celular para ninguna de las líneas 

celulares ensayadas (Figura 4.1).  
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Figura 4.1 Ensayo de viabilidad celular en líneas celulares. (A) línea 
celular de neuroblastoma SH-SY5Y y (B) línea celular endotelial de 
cerebro bEnd.3. Se incubaron las células con NvO-D1/Ang2 [0,1, 0,2 y 0,4 
nM], por 24 hrs a 37°C. El control medio correspondió a las células en el 
medio de cultivo y el control muerte a células incubadas con SDS 23%. Se 
realizó 3 veces por quintuplicado y se evaluó con t student. 
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     El ensayo de citotoxicidad en cultivo primario de neuronas hipocampales 

es muy buen modelo para evaluar toxicidad neuronal, debido a las ventajas 

que posee un cultivo primario ya que no ha sufrido mutaciones ni 

modificaciones y es menos resistente a citotóxicos en comparación a líneas 

celulares inmortalizadas o derivadas de células cancerígenas. En la figura 

4.2 se detalla el resultado del ensayo MTS en estas células, las cuales se 

utilizaron a una densidad de 60.000 células por pocillo, no observándose 

disminución significativa de la viabilidad celular a las concentraciones y 

tiempo evaluado. 
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Figura 4.2 Ensayo de viabilidad celular MTS en cultivo primario de 
neuronas hipocampales de embriones de rata. Se incubaron las células con 
NvO-D1/Ang2 a concentraciones 0,1, 0,2 y 0,4 nM, por 24 hrs a 37°C. Se 
realizó 3 veces por quintuplicado y se evaluó con t student. 
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     Luego de haber evaluado la citotoxicidad del nanoconjugado NvO-

D1/Ang2, se evaluó la capacidad del mismo de penetrar células. Es 

importante aclarar que el nanoconjugado obtenido está diseñado para actuar 

en el SNC a nivel de las placas amiloides extracelulares, por lo que es 

relevante conocer tanto los potenciales efectos de las nanopartículas a nivel 

neuronal como su penetración celular. Así primero se evaluó la penetración 

de la NvO-D1/Agn2 en la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y y en 

cultivo primario de neuronas hipocampales de embriones de rata, aun 

cuando estos dos tipos celulares no presentan una sobreexpresión del 

receptor LRP1 que es reconocido por el péptido Ang2.  

En la figura 4.3 se muestra la incorporación de oro en células SH-SY5Y y 

neuronas hipocampales, incubados a diferentes tiempos utilizando una 

concentración de 0,4 nM de NvO-D1/Ang2. Para ambos modelos se usó el 

mismo número de células (60.000) y la determinación de oro fue realizada 

por activación neutrónica en la Comisión Chilena de Energía Nuclear 

(CCHEN) a partir de los extractos liofilizados de estas. 
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     Lo primero observable es que la cantidad de oro es dispar para ambos 

modelos celulares, siendo mucho mayor las cantidades incorporadas por la 

línea celular de neuroblastoma en comparación al cultivo primario de 

neuronas hipocampales. Luego, el valor elevado de oro incorporado en la 

línea celular SH-SY5Y en comparación al cultivo primario es interesante 

desde el punto de vista de ser empleados para reducir tumores en el SNC, 

donde éste tipo de nanoconjugados podrían ser incorporados 

preferentemente por células neoplásicas con un metabolismo acelerado 

(Hanahan & Weinberg, 2011) en comparación a las células que componen 
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Figura 4.3 Cuantificación de oro asociada a células. A) células de 
neuroblastoma SH-SY5Y y (B) cultivo primario de neuronas hipocampales. 
Fueron incubadas a diferentes tiempos con NvO-D1/Ang2 0,4 nM. La 
determinación de oro fue realizada sobre las células mediante activación 
neutrónica (CCHEN). Se realizó 3 veces por quintuplicado. 
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el tejido sano circundante, pudiendo ser un buen sistema para la entrega de 

fármacos (Paciotti, Kingston, & Tamarkin, 2006) o de sensibilización-

eliminación de éstas células por terapia fototérmica localizada (Zhang, 

2010).  

     Posteriormente se evaluó la penetración de las NvO modificadas en una 

monocapa de células endoteliales de cerebro bEnd.3 mediante citometría de 

flujo, para lo cual se marcaron las NvO modificadas con Alexa 647, de 

manera que se considera población positiva para la incorporación del 

nanoconjugado la que presenta la marca del fluoróforo Alexa Fluor 647. 

Para este experimento se usaron: NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-

D1/Ang2. El marcaje con Alexa Fluor 647 se realizó mediante incubación 

con éste fluoróforo que contiene un grupo hidrazida, el cual reacciona con 

el carboxilo libre de los péptido anclados a la NvO, formando un enlace 

azilhidracina.  

     Muy importante es eliminar el exceso de la sonda fluorescente, para lo 

cual se evaluó la fluorescencia del sobrenadante en lavado sucesivos, y 

desde el tercer lavado no se logró detectar fluorescencia en el sobrenadante. 

También se evaluó la fluorescencia de la sonda unida a la NvO, y se logró 

detectar la emisión del fluoróforo desde la suspensión de NvO lavadas 
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reiteradas veces para quitar el exceso de la sonda fluorescente, esto se 

muestra en la figura 4.4.   

     En una primera aproximación se realizaron incubaciones de las células 

bEnd.3 con una suspensión de NvO-modificadas-Alexa Fluor 647 [0,05 

nM] a 24 hrs, para luego ser evaluadas mediante citometría de flujo la 

intensidad de fluorescencia promedio por célula. Para este experimento 

también se utilizó un fragmento peptídico de la apolipoproteína E (pApoE) 

para modificar las NvO, el cual ha sido utilizado como lanzadera de 

fármacos al SNC al igual que Ang2 (Böckenhoff et al., 2014; Michel 

Demeule et al., 2014). Las NvO funcionalizadas con pApoE o D1/pApoE 

Figura 4.4 Espectro de emisión entre 630 nm y 700 nm para Alexa Fluor 
647 unido a NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2. Espectros 
representativos  
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muestran una tendencia similar a las funcionalizadas con Ang2, ya sea sólo 

o acompañado con D1. Esto se ve en la figura 4.5, donde se muestra la 

fluorescencia promedio por célula y se observa que las diferentes 

modificaciones de las NvO no presentan grandes variaciones, siendo la que 

presenta una menor fluorescencia  NvO-D1, para el resto de las 

modificaciones se muestran muy similares.  

 

 

     Para este experimento se muestran los resultados de intensidad de 

fluorescencia por célula debido a que no había diferencia en el porcentaje 

Figura 4.5 Penetración de NvO modificadas marcadas con Alexa 647 en 
células bEnd.3. Se incubaron por 24 hrs. a una concentración 0,05 nM y 
normalizadas por la intensidad de fluorescencia de cada NvO-modificada a 
una misma concentración. Se realizó 3 veces en experimentos 
independientes. 
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de población celular positiva para la marca de alexa fluor 647 entre los 

distintos tratamientos, todas las poblaciones presentan  90 – 98 % de 

población celular positiva para la marca fluorescente, seguramente debido 

al alto tiempo de incubación.  

     La confirmación de la internalización celular se realizó por TEM para las 

NvO-D1/Ang2, en las mismas condiciones del experimento anterior (24 hrs, 

[0,05 nM]), en donde se observaron NvO-D1/Ang2 dentro de las células 

bEnd.3, en su mayoria dentro de cuerpos multivesiculares, como se muestra 

en la figura 4.6.      
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     Encontrar las NvO-D1/Ang2 dentro de cuerpos multivesiculares resulta 

coherente con la estrategia de usar Angiopep2 para dirigir el 

nanoconjugado, ya que como se ha mencionado Angiopep2 es reconocido 

por LRP1 y se ha descrito que la endocitosis mediada por el receptor LRP1, 

la cual es dependiente de clatrina, en un estado tardío de internalización 

puede ser dirigido hacia cuerpos multivesiculares (Yameen et al., 2014).  

Figura 4.6 Microscopia electrónica de transmisión de células bEnd.3 
incubadas con NvO-D1/Ang2 [0,05 nM] durante 24 hrs. Las flechas blancas 
indican las NvO-D1/Ang2. 
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     Se utilizaron tiempos más cortos de incubación para poder evaluar 

diferencias en el porcentaje de la población celular que incorpora las NvO 

para las diferentes modificaciones y poder realizar tratamientos con 

inhibidores de endocitosis para evaluar la ruta de penetración de las NvO, 

los cuales no se pueden utilizar en incubaciones de 24 hrs por afectar la 

viabilidad celular. Se observó que con 2 hrs de incubación, existen 

diferencias en las poblaciones positivas a la marca fluorescente para cada 

NvO modificada (Figura 4.7), presentando la menor población positiva las 

células tratadas con NvO-D1-Alexa Fluor 647. Se agregó a este 

experimento un control de NvO-PEGs, el cual esta descrito que tienen baja 

tasa de internalización celular (Kelf et al., 2010). Las modificaciones Ang2 

y D1/Ang2 presentan un porcentaje de la población celular positivo muy 

similar. Para este experimento, la media de las diferentes condiciones varía 

de manera estadísticamente significativa.  
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     El control de NvO-PEGs presenta un porcentaje de células positivas muy 

bajo, comparable con el blanco sin NvO, por lo que el porcentaje de 

penetración que muestra cada una de las diferentes modificaciones puede 

ser atribuida a los péptidos unidos a las cadenas de PEGs que tienen las 

NvO.  

     Para evaluar la ruta de entrada de estas nanopartículas a las células, 

como primera aproximación se utilizó baja temperatura (4°C) al momento 

Figura 4.7 Porcentaje de la población celular positiva a la incorporación de 
NvO-modificadas. Se incubo por 2 hrs células bEnd.3 con las diferentes 
NvO modificadas, a una concentración 0,05 nM. Las NvO se marcan con 
Alexa 647 para poder ser detectadas y evaluado por citometría de flujo. Se 
realizó por triplicado en experimentos independientes. Se analizó con 
Anova y la barra muestra la desviación estándar. 
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de incubar las células con NvO modificadas, para inhibir los procesos 

dependientes de energía, como la endocitosis. Como se muestra en la figura 

4.8, para todas las modificaciones se ven cambios en el porcentaje de 

población positiva a las 2 hrs de incubación, disminuyendo a niveles 

comparables con el blanco, mostrando que la incorporación celular de los 

nanosistemas evaluados en este trabajo es un proceso activo, dependiente de 

energía.  
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     Luego de determinar que es un proceso activo, se evaluó mediante el uso 

del fármaco clorpromazina (CPZ), el cual es un inhibidor de endocitosis 

dependiente de clatrina, que vía en particular están usando para entrar. Los 

resultados de éste experimento fueron evaluados nuevamente por citometría 

de flujo y los resultados se muestran en la Figura 4.9, que resume los 

últimos resultados. Se puede observar que cuando se preincuba con el 

inhibidor CPZ, hay una disminución considerable en el porcentaje de 
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Figura 4.8 Porcentaje de la población celular positiva a la incorporación de 
NvO-modificadas a 4ºC. Se incubo por 2 hrs a 4°c, las células bEnd.3 con 
las diferentes NvO modificadas, a una concentración 0,05 nM. Las NvO se 
marcan con Alexa fluor 647 para poder ser detectadas y evaluado por 
citometría de flujo. Se realizó por triplicado en experimentos 
independientes. La barra muestra la desviación estándar. 
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células positivas, que van desde un 60% de inhibición para la modificación 

pApoE, hasta un 84% de inhibición para el caso de la modificación con 

D1/Ang2. Estos datos inhibición se resumen en la tabla 4.1. 

 

Tabla 4.1 Porcentajes de inhibición en la población celular positiva 

producido por clorpromazina para las diferentes modificaciones de NvO 

 

% de disminución con CPZ 

D1 73 

pApoE 60 

Ang2 74 

D1/Ang2 84 

D1/pApoE 65 
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4.2. Evaluar el efecto de las NvO-D1/Ang2 sobre los agregados de Aβ in 

vitro. 

     Para evaluar el efecto de las NvO-D1/Ang2 sobre el crecimiento de las 

fibras de Aβ in vitro, se incubaron con NvO-D1/Ang2. La formación de las 

fibras fue evaluada mediante el ensayo de fluorescencia de Tioflavina T 
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Figura 4.9 Población celular positiva a la incorporación de NvO-D1, NvO-
pApoE, NvO-Ang2, NvO-D1/Ang2, NvO-D1/pApoE. Se incubo por 2 hrs 
células bEnd.3 con las diferentes NvO modificadas, a una concentración 
0,05 nM. Las NvO se marcaron con Alexa fluor 647 para poder ser 
detectadas y evaluado por citometría de flujo. Un grupo de células fue 
incubada a 4°C durante las dos horas de incubación con NvO, y otro grupo 
fue pre tratado con clorpromazina (CPZ) durante 15 minutos a una 
concentración de 50 µM. Los experimentos fueron realizados tres veces en 
experimentos independientes. La barra representa la desviación estándar. 
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(ThT). En este ensayo la cantidad de fibras en suspensión puede ser 

cuantificado por la intensidad de la señal fluorescente, la cual es 

proporcional a la cantidad o largo e las fibras que se forman (C. Adura et 

al., 2013). La figura 4.10 muestra el porcentaje de intensidad de 

fluorescencia de las muestras tratadas con NvO-D1/Ang2 y el péptido D1, 

con respecto al grupo control el cual es el 100%, en donde se observa una 

inhibición en la formación de fibras con el tratamiento de Nvo-D1/Ang2 

con una inhibición cercana al 40%.  

     Para este ensayo también se probaron tres concentraciones del péptido 

D1 (0,2, 0,5 y 1 µM) y tomando en cuenta el número de moléculas de D1 

por NvO la concentración equivalente de D1 en la muestra de NvO-

D1/Ang2 es 0,2 µM. La concentración final del péptido Aβ para los ensayos 

fue 20 µM siendo importante mencionar que para este ensayo las relaciones 

molares de D1/Aβ fueron 0.01/1, 0.025/1 y 0.05/1 para las concentraciones 

0,2, 0.5 y 1 µM,  respectivamente. La mencionada relación es muy 

relevante para entender los efectos sobre el crecimiento de las fibras de Aβ 

(Wiesehan et al., 2008).  

     Para las muestras tratadas con el péptido D1 se observan diferentes 
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comportamientos, para la concentración 1 µM se observa una inhibición en 

el crecimiento de las fibras cercana al 50%, pero a menores concentraciones 

del péptido D1 se observa un aumento en la intensidad de la fluorescencia 

cercana al 30%. 

 

      

     Se realizó microscopía electrónica de barrido en modo STEM de las 

Figura 4.10 NvO-D1/Ang2 inhiben la agregación del péptido Aβ. 
Resultados del ensayo de ThT. Intensidad de la señal fluorescente de las 
muestras de fibras de Aβ en presencia de NvO-D1/Ang2 y el péptido D1. 
Los resultados son expresados como porcentaje con respecto al Aβ control. 
Los experimentos fueron realizados tres veces en quintuplicado en 
experimentos independientes. La barra representa la desviación estándar. Se 
utilizó t test para evaluar la diferencia estadística. 
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fibras tratadas con NvO-D1/Ang2 para evaluar si al final del proceso de 

crecimiento de las fibras, éstas se encontraban decoradas por las NvO, los 

cual sucede como se muestra en el panel de la figura 4.11. 

 

      

Figura 4.11 Microscopía electrónica de transmisión de restos de  fibras de 
Aβ incubadas con NvO-D1/Ang2 durante su proceso de formación de 
fibras. 
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     Se observa en la imagen de la figura 4.11 que no hay grandes fibras 

largas, solamente pequeños fragmentos de fibras, y en su mayoría se 

encuentran decorados con NvO-D1/Ang2. Sin embargo, para evaluar la 

unión de NvO-D1/Ang2 a fibras crecidas, se realizó nuevamente el 

experimento, pero agregando las NvO-D1/Ang2 a la suspensión de fibras de 

Aβ después del crecimiento de éstas, durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Como se observa en la figura 4.12 las NvO-D1/Ang2 se unen a 

las fibras . 
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     Luego se evaluó el efecto de la irradiación sobre el crecimiento de fibras 

de Aβ en presencia de NvO-D1/Ang2. Como se mencionó en el capítulo 1 

las NvO tienen propiedades ópticas particulares que les permiten absorber 

Figura 4.12 Microscopía electrónica de transmisión de fibras de Aβ 
incubadas con NvO-D1/Ang2 posterior a su proceso de formación. 
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energía a una longitud de onda específica y luego disipar esta energía en 

forma de calor, entre otra. De ésta manera, irradiando previo al proceso de 

crecimiento de las fibras, se espera producir un efecto fototérmico que 

afecte la agregación del péptido Aβ, como se ha demostrado en otros 

trabajos de nuestro laboratorio (Marcelo J. Kogan et al., 2006). Como se 

muestra en la figura 4.13, la presencia de NvO-D1/Ang2 sumado al 

tratamiento láser produce una disminución, estadísticamente significativa, 

en la intensidad de fluorescencia de ThT al comparar con el control de Aβ 

sin tratamiento y sin irradiación. La diferencia que se muestra para el grupo 

Aβ control (sin NvO-D1/Ang2) irradiado y sin irradiar, no es 

estadísticamente significativa. La disminución en la emisión de ThT se 

asocia a una menor cantidad de fibras.       

     No se observaron diferencias en el tratamiento con NvO-D1/Ang2 

irradiado y sin irradiar, lo cual se corroboró por microscopía electrónica en 

la Figura 4.14, donde no se ven fibras para ninguno de los dos casos, solo 

pequeños restos. Algunos de ellos presentan NvO adheridas a ellos.  
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Figura 4.13 Irradiación no potencia la inhibición en la agregación de Aβ 
generada por NvO-D1/Ang2. Resultados del ensayo de ThT. Intensidad de 
la señal fluorescente de las muestras de fibras de Aβ en presencia de NvO-
D1/Ang2 con y sin tratamiento láser. Los resultados son expresados como 
porcentaje con respecto al Aβ control no irradiado. Los experimentos 
fueron realizados dos veces en quintuplicado en experimentos 
independientes. La barra representa la desviación estándar. Se utilizó t test 
para evaluar la diferencia estadística. 
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     Se evaluó también el efecto de NvO-PEGs (0,48 nM) y PEG libre  (1 

µM) sobre la agregación del péptido Aβ, con y sin irradiación. Los efectos 

Figura 4.14 STEM de fibras de Aβ. A) control e incubadas con NvO-
D1/Ang2 B) sin irradiar y C) irradiadas. 
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se evaluaron mediante el ensayo de fluorescencia de thioflavina y se 

muestran en la figura 4.15. 

 

      

     Se observa que NvO-PEGs sobre la nanopartícula disminuyen la 

intensidad de fluorescencia de la ThT, lo cual se puede asociar a una menor 

formación de fibras del péptido Aβ, esto independiente de la irradiación con 

láser. El PEG libre por otra parte, si bien la condición no irradiada 

disminuye en comparación al Aβ control, lo hace en menor medida que el 

Figura 4.15 NvO-PEG inhiben la agregación del péptido Aβ. Intensidad de 
la señal fluorescente de las muestras de fibras de Aβ en presencia de NvO-
PEGs y PEG libre con y sin tratamiento láser. Los resultados son 
expresados como porcentaje con respecto al Aβ control no irradiado. Los 
experimentos fueron realizados tres veces en quintuplicado en experimentos 
independientes. La barra representa la desviación estándar. Se utilizó t test 
para evaluar la diferencia estadística. 
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tratamiento con NvO-PEGs, el cual se muestra más efectivo para éste 

propósito y está de acuerdo a lo que se ha descrito en literatura sobre el 

PEG unido a nanopartículas (Brambilla et al., 2012). 
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5. Capítulo 5 
 
 
 
 
EVALUACIÓN DE NANOVARILLAS DE ORO MODIFICADA CON 
LOS PÉPTIDOS D1 Y ANGIOPEP2 EN MODELOS ANIMALES DE 

LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
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5.1. Evaluación del efecto de las Nanovarillas modificadas en el modelo 

de la Enfermedad de Alzheimer C. elegans 2120. 

 

     La baja biodisponibilidad de las nanopartículas hacia el SNC ha vuelto 

muy complejo el determinar la efectividad de nanoconjugados in vivo 

debido a que las concentraciones que se logran no son suficientes para 

generar el efecto terapéutico esperado. Considerando esto último hemos 

utilizado el modelo C. elegans 2120, el cual expresa el péptido Aβ1-42 en sus 

células musculares lo que conduce a que el animal pierda capacidad motora 

a causa de la toxicidad del péptido Aβ en éstas células, para evaluar in vivo 

el efecto de NvO-D1/Ang2 en un modelo animal de la EA  (Rebolledo et 

al., 2011). También éste modelo ofrece la posibilidad de evaluar la 

formación de placas amiloides en el animal completo mediante la tinción 

con Thioflavina S (ThS) (Fay et al., 1998). 

      Este modelo ofrece la posibilidad de evaluar in vivo, con un alto número 

de animales,  de manera económica y efectiva nuestro nanoconjugado. Pese 

a que éste animal posee barreras que impiden la entrada de algunas 

moléculas, éstas son mucho menores que las que presentan otros modelos 
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como rata y ratón, haciendo de éste nematodo un buen modelo para evaluar 

efectos de los fármacos (Kaletta & Hengartner, 2006). 

 
     El primer paso fue evaluar la incorporación de oro por el animal, para lo 

cual se incubó por 24 hrs al nematodo en una suspensión de NvO-D1/Ang2 

[1,5 nM] y el control fue incubado con la solución M9, para posteriormente 

evaluar el oro presente en los animales control y experimental por 

activación neutrónica.  

     El grupo control presentó valores muy bajos de oro, siendo 0,0005 µg de 

oro por mg de gusanos. En comparación, el grupo experimental presenta 

valores de 1,6 µg de oro por mg de gusanos.  

     Luego, se evaluó el efecto de NvO-D1/Ang2 en la cepa de C. elegans 

2120. Para ello se incubó al nematodo con NvO-D1/Ang2 [1,5 nM], dos 

veces al día por 4 hrs, por 5 días. El control fue la misma cepa de gusanos 

pero incubado en una solución salina de uso común para el manejo de éste 

animal. Lo mismo se realizó pero incubando al nematodo con diferentes 

concentraciones del péptido D1, siendo la más cercana al tratamiento con 

NvO-D1/Ang2 la concentración 0,5 µM, debido a que la carga de péptido 

D1 por NvO-D1/Ang2 es de 440 péptidos aproximadamente, por lo que a 
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una concentración de 1,5 nM de NvO-D1/Ang2 hay una concentración 

cercana a 0,6 µM del péptido. 

     Al día 3 y 5 de tratamiento se realizó un video del nematodo nadando y 

mediante el software WormLab 3.0 se cuantificó el movimiento del animal, 

representado por el número de giros que éste realiza por minuto. El control 

fue la misma cepa de gusanos pero incubado en una solución salina de uso 

común para el manejo de éste animal. En paralelo a la evaluación del 

movimiento del animal, se tomaron algunos nemátodos a los días 3 y 5 para 

evaluar las placas amiloides a través de la tinción con ThS para 

posteriormente analizar las imágenes con el programa gratuito ImageJ. 

     Luego, se evaluaron los efectos sobre la motilidad del nemátodo y se 

observaron diferencias significativas en los movimientos de los animales 

tratados para el día 5, en comparación al grupo control (figura 5.1). 



 103 

 

 

     Este experimento muestra que tanto el tratamiento con NvO-D1/Ang2 

como con el péptido D1 libre retrasa la pérdida de movimiento, 

disminuyendo la toxicidad del péptido Aβ en las células musculares de éste 

nemátodo lo que se ve reflejado en una mejor capacidad motora.  

Figura 5.1 Cuantificación del movimiento del nemátodo transgénico en 
medio líquido. Los nemátodos fueron incubados con NvO-D1/Ang2 [1,5 
nM], el péptido D1 [0,5 µM] y [1 µM] y se evaluó su motilidad en medio 
líquido a diferentes días de tratamiento. El grupo control fue incubado con 
el medio salino M9. Los experimentos fueron realizados dos veces con 20 
animales evaluados para cada experimento independiente. La barra 
representa la desviación estándar. Se utilizó t test para evaluar la diferencia 
estadística. 
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     Se evaluó la formación de placas amiloides en el animal control y con 

los diferentes tratamientos, lo cual se muestra en la figura 5.2. Se observa 

en la figura 5.2 A que las placas son visibles para todas las condiciones, lo 

cual se aprecia mejor en la imagen en blanco y negro. Luego del análisis de 

la imagen utilizando el programa ImageJ se cuantificó el número de placas 

para cada condición a los días 3 y 5 de tratamiento como se muestra en la 

figura 5.2 B, en donde se observa que para el día 3 de tratamiento el grupo 

control presenta un número de placas mayor que el de los tratamientos con 

NvO-D1/Ang2 y péptido D1. Sin embargo, el tamaño de las placas del 

grupo control son más pequeñas que para los grupos tratados, lo cual se 

muestra en la figura 5.2 C.  
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     Estos ensayos fueron realizados en el laboratorio de C. elegans de la 

Universidad Santo Tomas bajo la dirección de la Dra. Rebeca Aldunate. 
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Figura 5.2 Evaluación de placas amiloides en CL2120 con ThS. (A) 
Imágenes de microscopia de fluorescencia y en blanco y negro de CL2120 
tratados con NvO-D1/Ang2 y péptido D1. (B) Cuantificación del número de 
placas y (C) evaluación del tamaño de las placas. Los experimentos fueron 
realizados dos veces con 20 animales evaluados para cada experimento 
independiente. La barra representa la desviación estándar. Se utilizó t test 
para evaluar la diferencia estadística. 
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5.2. Evaluación de Nanovarillas modificadas en ratón transgénico 

modelo de la Enfermedad de Alzheimer. 

 

     Si bien el modelo C. elegans 2120 es un buen modelo para evaluar la 

actividad antiamiloidogénica de nuestro nanoconjugado, no nos permite 

evaluar el paso a través de la BHE, por lo que para evaluar la llegada del 

nanoconjugado NvO-D1/Ang2 al cerebro, se utilizó otro modelo animal de 

la EA, el cual es el ratón transgénico APPswe/PSEN1dE9. Se administró 

por via intravenosa 100 µl de una suspensión de NvO-D1/Ang2 a una 

concentración 10 nM. Luego de 15 min, se anestesió al animal para 

posteriormente perfundirlo para eliminar la sangre residual y cuantificar el 

oro en cerebro e hígado mediante activación neutrónica y así poder calcular 

el porcentaje de la dosis que llega a éstos órganos. El control fue el animal 

transgénico tratado con NvO-PEGs. 

     En la figura 5.3 se gráfica el porcentaje de la dosis que llega al cerebro 

para el grupo experimental (NvO-D1/Ang2) y control (NvO-PEGs), siendo 

0,043±0,005% y 0,016±0,015% de la dosis, respectivamente, y la diferencia 

entre ellos es estadísticamente significativa. 
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     Este resultado nos indica que NvO-D1/Ang2 llegan más al cerebro o son 

retenidos en el cerebro, en comparación a NvO-PEG, lo cual concuerda con 

lo esperado según nuestro diseño racional. 

 

     A nivel hepático los niveles de oro que se midieron no mostraron 

diferencias significativas entre el grupo control y el grupo experimental, 

teniendo valores de retención cercanos a 30% de la dosis para ambos grupos 

(Figura 5.4). 

Figura 5.3 Mayor llegada de oro en animal tratado con NvO-D1/Ang2. 
Porcentaje de la dosis de oro que llega al cerebro. Se inyectaron por la vena 
de la cola 100 µl [10 nM]. Se sacrificó el animal a los 15 min. La 
cuantificación de oro se realizó mediante activación neutrónica (CCHEN) y 
el N=4. La barra representa la desviación estándar. Se utilizó t test para 
evaluar la diferencia estadística. 
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     Una vez determinada la llegada al cerebro del nanoconjugado, se evaluó 

la capacidad de los nanoconjugados de distribuirse preferencialmente en 

regiones del cerebro donde hay placas amiloides. La primera aproximación 

para responder esta pregunta fue usar cortes de cerebros de ratones 

transgénicos y de ratones control e incubarlos con  NvO modificadas 

marcadas con Alexa fluor 647. Se evaluaron las modificaciones con PEGs, 

Figura 5.4 Porcentaje de la dosis de oro que es retenida en hígado. Se 
inyecto por la vena de la cola 100 µl [10 nM]. Se sacrificó el animal a los 
15 min. La cuantificación de oro se realizó mediante activación neutrónica 
(CCHEN) y el N=4. La barra representa la desviación estándar. Se utilizó t 
test para evaluar la diferencia estadística. 
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con D1, Ang2 y D1/Ang2. Las placas amiloides en los cortes de cerebro 

fueron marcadas previamente a la incubación con las NvO modificadas 

mediante inmunohistoquímica con un anticuerpo primario anti Aβ (WO2) y 

luego un anticuerpo secundario marcado con Alexa fluor 488.  

Posteriormente se incubaron los cortes por 5 min en presencia de 0,4 nM de 

las distintas NvO. En la figura 5.5 se muestran imágenes representativas 

para las diferentes modificaciones, separadas por canales, en rojo se 

observan las NvO que fueron marcadas con Alexa fluor 647, en verde las 

placas amiloides marcadas con Alexa fluor 488 y una superposición de las 

imágenes para evaluar localización de las señales. 

     En un análisis visual, se puede observar que con algunos tratamientos 

hay una superposición de las señales en los canales rojo y verde, sin 

embargo, no es suficiente con un análisis descriptivo. 
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     Para un análisis más preciso, se utilizó en una primera etapa el programa 

ImageJ-Fiji para optimizar las fotografías: substraer el ruido de fondo y 

Figura 5.5 Inmunohistoquímica de fluorescencia de cortes de cerebro de 

ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer. Se incubados 

durante 5 min con NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2 [0,4 

nM], todos marcados con Alexa Fluor 647. Las placas amiloides se ven en 

verde. 
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ajustar el brillo y el contraste, tomando en consideración no hacer aparecer 

ni cambiar ningún patrón que no se hubiese encontrado en la imagen 

original. Posteriormente a la optimización de las fotografías, éstas se 

analizaron mediante el uso del programa Cell profiller para identificar y 

segmentar las marcas asociadas a las placas amiloides y a las NvO, para 

posteriormente realizar una correlación entre ambas fotografías (roja y  

verde) y evaluar la relación entre los objetos seleccionados en ambas 

fotografías. El resultado de éste análisis se muestra en la figura 5.6, en 

donde se gráfica el porcentaje de localización para todas las condiciones, 

indicando que todas las modificaciones tienen un porcentaje de 

colocalización cercano al 26% promedio. Se realizó el control de 

colocalización rotando la imagen roja (correspondiente a las NvO) en 90º y 

se realizó el mismo análisis, mostrando una disminución en la 

colocalización comparable al blanco (figura 5.7). 
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Figura 5.7 Control de colocalización rotando la imagen roja (NvO) 90º. La 

barra representa el error estándar medio. 
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Figura 5.6 Porcentaje de colocalización de las NvO con las placas amiloides 
en experimento de incubación ex vivo. La barra representa el error estándar 
medio. 
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     Finalmente, se evaluó la capacidad de marcar las placas amiloides de 

nuestro nanoconjugado NvO-D1/Ang2 in vivo. Para esto se administró la 

NvO-D1/Ang2-Alexa Fluor 647 vía intravenosa, luego de 15 min el animal 

fue anestesiado, perfundido y sacrificado. El cerebro fue fijado y se 

realizaron cortes histológicos. Las placas amiloides fueron marcadas 

mediante inmunohistoquímica con el anticuerpo primario WO2 y un 

secundario marcado con Alexa fluor 488. Los cortes se evaluaron en un 

microscopio de epifluorescencia y el control que corresponde a un animal 

inyectado con NvO-PEGs sin marca fluorescente. 

     En la figura 5.8 se muestra un panel de imágenes para el Control y el 

grupo experimental NvO-D1/Ang2, en donde se separan los canales 

correspondientes a las NvO (Alexa fluor 647 en rojo) y para las placas 

amiloides (Alexa fluor 488 en verde), para finalmente hacer una 

superposición de las imágenes. Se observa que para el animal inyectado con 

NvO-D1/Ang2-Alexa fluor 647 hay una distribución concordante entra las 

placas amiloides y la señal roja correspondiente a las NvO. 

     De igual manera que en el experimento ex vivo, las imágenes fueron 

analizadas con el software ImageJ-Fiji y Cell profiller y se determinó el 

porcentaje de colocalización, lo que arrojó un valor cercano al 22% de 
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cololacalización entre las marcas asociadas a las NvO y las placas 

amiloides, como se ve en la figura 5.9. Para el blanco el porcentaje de 

colocalización es cercano al 7%. 

 

 

 

 

      

 

      

Figura 5.8 Colocalización de NvO-D1/Ang2 con placas amiloides in vivo. 

Imágenes de fluorescencia de inmunohistoquímica de cortes de cerebro de 

ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer inyectados con 100 

µl NvO-D1/Ang2-Alexa Fluor 647 [10 nM]. Las placas amiloides se ven en 

verde, el control fue inyectado con NvO-PEGs.   
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     El control de colocalización se realizó también para este grupo de 

imágenes, rotando la imagen roja (NvO) en 90º y luego realizar el análisis. 

Como se ve en la figura 5.10, la colocalización diminuye drásticamente a 

niveles comparables con el blanco. 

Figura 5.9 Porcentaje de colocalización de las NvO con las placas amiloides 
del experimento in vivo. La barra representa el error estándar medio. Se 
utilizó t test para evaluar la diferencia estadística. 
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Figura 5.10 Control de colocalización rotando la imagen roja (NvO) 90º y 

luego realizar el análisis. La barra representa el error estándar medio. 

      

     Finalmente un ratón transgénico fue tratado con NvO-D1/Ang2, como se 

describe previamente en esta tesis, y se evaluó la presencia de las NvO en el 

cerebro mediante TEM. Para lo cual el animal tuvo una perfusión extra a la 

normal realizada con PBS, la cual es una solución de glutaraldehído con 

paraformaldehído llamada Karnovsky, la cual se describe en la sección 

2.28. Luego se extrajo el cerebro y se obtuvo el hipocampo, el cual se llevó 

a la Unidad de Microscopía Electrónica del Centro de Equipamiento y 

Servicios de Apoyo Tecnológico (CESAT) de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile, donde fue procesado por la Profesora Marta Gacitua, 
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Jefa de Unidad de Microscopía Electrónica en Facultad de Medicina, para 

poder ser observada en TEM. 

     En la Figura 5.11 y 5.12 se observan micrografías de TEM de 

hipocampo de ratón inyectado con NvO-D1/Ang2, en donde se logran 

observar a las NvO.  
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Figura 5.11 NvO-D1/Ang2 en hipocampo de cerebro de ratón. Micrografías 
obtenidas por TEM de cortes de cerebro en las regiones de hipocampo para 
la detección de NvO-D1/Ang2. Las flechas blancas indican las NvO-
D1/Ang2. Barra de tamaño 500 nm. 
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Figura 5.12 NvO-D1/Ang2 en hipocampo de cerebro de ratón. Micrografías 
obtenidas por TEM de corte de cerebro en la region del hipocampo para la 
detección de NvO-D1/Ang2. Las flechas blancas indican las NvO-
D1/Ang2. Barra de tamaño 200 nm. 
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6.  Capítulo 6 
 
 
 
 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS, CONCLUSIONES Y 
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6.1.  Discusión de Resultados   

 

Síntesis y Caracterización 

     En esta tesis de doctorado, el primer paso fue la síntesis de NvO 

mediada por semillas, las cuales fueron caracterizadas por pZ, DLS, TEM y 

en un último paso por análisis de aminoácidos. 

     La conjugación de moléculas a la superficie de una NvO podría 

evaluarse por un desplazamiento de la banda de la resonancia plasmónica. 

Sin embargo, para nanopartículas grandes como las usadas en esta tesis, no 

hay cambios considerables, en cambio para nanopartículas más pequeñas  

es esperable un desplazamiento batocrómico al conjugarse las mismas con 

diferentes ligandos (Pramod, Joseph, & Thomas, 2007).  

     De los datos obtenidos por DLS de las NvO-CTAB, de acuerdo al 

tamaño reportado para el primer pico (3 nm) esta dimensión no puede ser 

atribuida al diámetro transversal de la NvO, ya que de acuerdo a lo obtenido 

por STEM, el ancho de la NvO es cercano a los 11±1 nm, por lo que se ha 

propuesto en literatura que este pico pudiese corresponder a micelas del 

surfactante CTAB (Movchan, Soboleva, Plotnikova, Shchekin, & Rusanov, 

2012) las cuales se encuentran presentes en la solución y estabilizando a la 
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NvO. También se ha asociado este pico a la difusión rotacional de la NvO 

(H. Liu, Pierre-Pierre, & Huo, 2012). El segundo pico de 63 nm se atribuye 

al largo de la NvO, que a partir de las imágenes de STEM se obtuvo un 

valor cercano a los 48±5 nm. Es de esperar que el valor obtenido por DLS 

sea mayor al obtenido por TEM, debido a que la técnica de DLS entrega el 

valor correspondiente al diámetro hidrodinámico, el cual incluye los contra-

iones que están rodeando a la NvO que aumentan el valor en comparación 

al TEM, en donde el cálculo del tamaño es directo sobre la región electron 

densa correspondiente al oro. 

     El pZ obtenido de las NvO-CTAB es de esperarse debido a la carga 

positiva del CTAB, éste resultado confirma la estabilización de las NvO por 

éste agente surfactante. 

     Luego de que las NvO son modificadas con los dos PEGs (NvO-PEGs), 

se observó mediante DLS que el segundo pico del análisis del Dh presentó 

un corrimiento hacia un valor mayor (de 63 nm a 98 nm). Este cambio 

indica un aumento del Dh de las NvO e indica que las moléculas de PEGs 

se han unido a la superficie de las NvO. El PEG utilizado tiene un peso 

molecular de 5.000 g/mol y en literatura se ha descrito que modificaciones 

en la superficie de nanopartículas con PEGs de éste peso molecular 
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aumenta el diámetro hasta en 11 nm, medido por HRTEM (Cauda, Argyo, 

& Bein, 2010). Esto es coherente con el cambio observado. Más aun 

considerando que se estima que los PEGs se unirían preferencialmente a  

los extremos de las NvO (C. Adura et al., 2013; Nguyen, Gigault, & 

Hackley, 2014), como se muestra esquemáticamente en la Figura 6.1, lo que 

aumentaría principalmente el diámetro longitudinal de la NvO. La unión 

preferencial de las cadenas de PEGs a los extremos de las NvOs, se asume 

se debe a que ésta región no está recubierta por átomos de Ag y es 

principalemente Au, a diferencia de las secciones intermedias en donde 

estarían presentes Ag y AgBr (C. Adura et al., 2013). Si bien los valores 

obtenidos por DLS son mayores a la suma del tamaño inicial de la NvO más 

el largo esperado de las cadenas de PEGs (48 nm + 11x2 nm 

aproximadamente), se debe mencionar que el valor obtenido por DLS es el 

Dh y que también puede haber algún grado de agregación, lo cual puede 

aumentar la aparente distribución de tamaños (Kobler, Moller, & Bein, 

2008).  
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     El aumento en el Dh para el primer pico de 3 nm (NvO-CTAB) a 6 nm 

(NvO-PEGs), nos puede estar indicando que hay un desplazamiento del 

CTAB desde la solución y el aporte de las micelas de CTAB, que se ha 

descrito que se reportan en ese rango de tamaños por DLS, disminuye 

(Movchan et al., 2012). Esto indicaría que en éste punto éste pico podría 

corresponder en mayor medida a la difusión rotacional de la NvO. 

     El pZ de las NvO-PEGs indica un viraje de la carga pasando de un valor 

muy positivo, de las NvO-CTAB, a uno negativo para NvO-PEGs. Este 

resultado nos indica que el componente que otorga carga positiva a las 

NvO, el agente surfactante CTAB, ha sido desplazado considerablemente 

por las moléculas de PEGs. Debido a que el pZ de las NvO-PEGs es 

altamente negativo, el PEG que debe estar presente de manera mayoritaria 

Figura  6.1 Propuesta de cómo se pegan las cadenas de PEGs en un proceso 
acuoso (Nguyen et al., 2014). 
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es el HS-PEG-COOH, de manera desprotonada aportando carga negativa al 

nanoconjugado, ya que las medidas se hacen a pH 5,5. 

     En este mismo punto, una vez que la NvO-PEGs es modificada con los 

péptidos D1 y Ang2 el pZ se acerca mucho más a la neutralidad debido a la 

carga que confieren los péptidos que se agregan a la NvO, ya que a pH 7 el 

péptido D1 tiene una carga 1.2, y el péptido Ang2 tiene carga 2. Por lo tanto 

este desplazamiento en el pZ es indicativo de que los péptidos se han unido 

a la superficie de la NvO, lo cual fue corroborado finalmente por el análisis 

de aminoácidos. 

 

Evaluación Celular 

     Obtenido y caracterizado el nanosistema se realizaron las pruebas 

celulares, en donde no se observaron efectos sobre la viabilidad celular a 

concentraciones y tiempos en que NvO-CTAB mostraron efectos sobre la 

viabilidad celular, lo cual es un resultado indicativo del desplazamiento del 

CTAB de la superficie de la NvO, talvez no total, pero si en gran medida. 

     En los ensayos de internalización celular evaluada por cuantificación de 

oro hay es mucho mayor para en la línea celular de neuroblastoma SH-

SY5Y. Este resultado es interesante, ya que es deseable que este 
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nanoconjugado no sea incorporado por las neuronas sanas en el contexto de 

la Enfermedad de Alzheimer, donde los agregados amiloides son 

extracelulares (Querfurth & LaFerla, 2010), por lo tanto tener valores bajos 

para el cultivo primario de neuronas es positivo para una potencial terapia 

basada en el uso de los nanoconjugados. 

     En los ensayos de internalización celular evaluada por citometría de 

flujo se observó que la incorporación es dependiente de energía y un 

componente importante de la internalización es dependiente de clatrina. 

Este resultado es interesante, ya que se ha descrito que el péptido Ang2 

realiza su endocitosis y transcitosis mediante el reconocimiento del receptor 

LRP1, el cual esta descrito que genera endocitosis dependiente de clatrina 

(M. Demeule, Currie, et al., 2008). Por lo tanto, que la incorporación de las 

NvO que contienen el péptido Ang2 se vea fuertemente inhibida por CPZ, 

es un indicativo de que éste péptido pudiese estar dirigiendo la penetración 

celular de la NvO mediante el receptor LRP1. Cabe recordar que CPZ 

inhibe la internalización dependiente de clatrina mediante el cambio de la 

distribución subcelular de componentes que forman el complejo formado 

por clatrina (Subtil, Hemar, & Dautry-Varsat, 1994). Este resultado es 

concordante con lo encontrado mediante TEM, en donde las NvO-D1/Ang2 
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están presente principalmente dentro de cuerpos multivesiculares. Esto 

concuerda con la estrategia de usar Angiopep2 para dirigir el 

nanoconjugado, ya que como se ha mencionado Angiopep2 es reconocido 

por LRP1 y se ha descrito que la endocitosis mediada por el receptor LRP1 

(dependiente de clatrina) en un estado tardío de internalización puede ser 

dirigido hacia cuerpos multivesiculares (Yameen et al., 2014). 

     Un resultado interesante también es la diminución de la incorporación de 

la NvO-D1 al usar CPZ, en donde no se encuentra descrita alguna ruta de 

ingreso del péptido D1 a las células, por lo que saber que su incorporación 

también es inhibida por CPZ nos indicaría que éste proceso podría ser 

dependiente de clatrina. Esto último, puede tener explicación a través de 

que el receptor LRP1 tiene como ligando el péptido Aβ, entre otros (Sagare 

et al., 2012; Zlokovic, Deane, Sagare, Bell, & Winkler, 2010), de manera 

que si D1 tiene la capacidad de reconocer Aβ cabe la posibilidad que D1 

comparta algún motivo estructural que le permita ser reconocido por LRP1 

u otro receptor que reconozca Aβ y que promueva su endocitosis de manera 

clatrina dependiente. 
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Efectos sobre la agregación de Aβ 

     En los ensayos para evaluar el efecto de NvO-D1/Ang2 sobre la 

agregación del péptido Aβ, la disminución en la intensidad de la 

fluorescencia de la señal de ThT para la concentración 1 µM de D1 (radio 

D1/Aβ: 0,05/1) puede ser atribuida a un menor crecimiento de fibras de Aβ 

con respecto a la condición control. Este resultado es concordante con los 

resultados reportados por Wiesehan y cols. donde demostraron que cuando 

la razón de D1/Aβ aumenta, hay una disminución en la señal de 

fluorescencia de ThT que se puede atribuir a una inhibición en el 

crecimiento de fibras. Contrariamente, cuando la razón D1/Aβ disminuye 

hay un aumento en la señal de fluorescencia de ThT posiblemente debido a 

la formación de un mayor número de fibras, pero más cortas, lo cual puede 

atribuirse a un efecto de nucleación producido por el péptido D1 (Wiesehan 

et al., 2008). Sin embargo, el tratamiento de Aβ con NvO-D1/Ang2 a una 

concentración de 0,48 nM (equivalente a 0,2 uM del péptido D1 teniendo en 

cuanta el grado de funcionalizacion) produce una disminución en la señal 

de ThT. Este resultado puede ser atribuido a un efecto sinérgico  de 

nucleación entre el péptido D1 y la NvO. Como se ha descrito en literatura, 

las nanopartículas de oro pueden inhibir o promover procesos 
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amiloidogénicos (Liao, Chang, Yoshiike, Chang, & Chen, 2012). Este 

resultado se corroboró mediante STEM, en donde se observó que las NvO-

D1/Ang2 se encuentran unidas a pequeños segmentos de fibras de Aβ y no 

se aprecian en la muestra fibras de mayor tamaño (Figura 4.11). Se realizó 

un control agregando las NvO-D1/Ang2 después del crecimiento de las 

fibras y se incubó durante media hora. Se pudieron apreciar fibras de Aβ de 

mayor tamaño y decoradas con las NvO (Figura 4.12). 

     El efecto de la irradiación sobre la agregación de fibras de Aβ incubadas 

con NvO-D1/Ang2  se evaluó igualmente a través del ensayo de ThT y se 

observó que  la irradiación de las muestras que fueron incubadas con NvO-

D1/Ang2 muestra una pequeña disminución en la formación de fibras. Sin 

embargo esta diferencia no es estadísticamente significativa en comparación 

al tratamiento de NvO-D1/Ang2 sin irradiar, lo cual fue corroborado 

mediante STEM, en donde las muestras irradiadas y no irradiadas se 

aprecian muy similares, sin presencia de grande fibras. 

     En literatura se ha descrito que cadenas de PEG libre pueden interactuar 

con el péptido Aβ pero con baja afinidad, sin embargo, cuando el PEG está 

colocado sobre una matriz nanopartículada, se ha descrito que logra unir al 

péptido Aβ con alguna selectividad y alterando su cinética de agregación, 
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incluso cuando las cadenas de PEGs se encuentran con diferentes 

disposiciones espaciales sobre la nanopartícula o con modificaciones, como 

podría ser una molécula fluorescente (Brambilla, Verpillot, De Kimpe, et 

al., 2010; Brambilla et al., 2012; Brambilla, Verpillot, Taverna, et al., 

2010). Es por eso que se evaluó el efecto de las moléculas PEG sobre la 

agregación del péptido Aβ. Se observa que, independiente de la irradiación, 

NvO-PEGs y PEG libre disminuyen la formación de fibras, sin embargo, el 

PEG unido a la NvO (NvO-PEGs) disminuye la formación de fibras en 

mayor medida, lo cual es coherente con lo descrito en literatura (Brambilla 

et al., 2012). Se ha reportado que las cadenas de PEG podrían unirse al 

péptido Aβ de manera inespecífica mediante puentes de hidrógeno 

dependientes de los oxígenos en las cadenas del PEG, y también algunas 

interacciones hidrofóbicas (Brambilla et al., 2012). 

     Para nanopartículas de oro se ha descrito que, sin funcionalizar, afectan 

el proceso de agregación del péptido Aβ, específicamente nanoesferas de 

oro (NeO) inhiben la agregación y desagregan las fibras del péptido Aβ. Lo 

mismo se demostró para estas mismas NeO pero funcionalizadas con un 

grupo carboxilo que les otorgaba carga negativa, y además se determinó que 

tenían un efecto citoprotector en cultivos celulares tratados con agregados 
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del péptido Aβ. Ninguna de estas características se observa cuando las NeO 

son funcionalizadas con grupos amino, confiriéndoles carga positiva (Liao 

et al., 2012).                    

     En consideración a esto es posible que la diferencia observada en la 

inhibición de la agregación del péptido Aβ entre el PEG libre y unido a la          

NvO pueda corresponder a un efecto de la misma NvO y a la carga final de 

las NvO-PEGs, la cual es negativa. 

     Pese a que in vitro nuestros resultados muestran a las NvO-PEGs muy 

efectivas para inhibir el proceso de formación de agregados del péptido Aβ, 

cabe destacar que los resultados celulares obtenidos en esta tesis y que 

también se pueden encontrar en literatura, posicionan a la NvO-PEGs con 

una muy baja penetración celular por sí sola, lo que indicaría que su 

capacidad de atravesar la BHE, paso crucial para el tratamiento de la 

enfermedad de Alzheimer, podría ser insuficiente siendo necesaria la 

conjugación a moléculas que favorezcan la transcitosis. 
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Modelos in vivo de la Enfermedad de Alzheimer 

     En la última etapa de esta tesis, se evaluó el conjugado NvO-D1/Ang2 

en modelos in vivo de la EA. El primer modelo utilizado fue el de C. 

elegans 2120 el cual expresa el péptido Aβ en sus células musculares, por 

lo que con el tiempo éste animal pierde tu capacidad locomotora por la 

toxicidad de los agregados amiloides en sus células musculares. Primero se 

determinó que las NvO-D1/Ang2 son incorporadas por el nemátodo. Esto 

fue determinado por cuantificación de oro por activación neutrónica. 

     La incorporación de las NvO-D1/Ang2 en el animal puede ser 

principalmente por la ingesta de las NvO-D1/Ang2 y luego atravesar la 

barrera intestinal. Otra forma es mediante la cutícula, lo cual es muy poco 

probable que sea mediante difusión debido al tamaño de las nanopartículas, 

sin embargo hay un homólogo del receptor LRP1 en la superficie apical de 

las células hipodermales hyp6 e hyp7 (Yochem, Tuck, Greenwald, & Han, 

1999), él cual podría ser reconocido por el péptido Ang2 presente en la 

superficie de la NvO, sin embargo esto no ha sido comprobado. 

     En los ensayos de motilidad realizados en el nematodo C. elegans 2120, 

incubado con NvO-D1/Ang2 y el péptido D1 libre, se observó que los 
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animales tratados, ambos tratamientos por separado, retienen mayor 

movimiento en el tiempo, lo cual indica menor toxicidad en sus células 

musculares. Este resultado es muy interesante ya que es la primera vez que 

se reporta en un modelo in vivo que nanosistemas basados en AuNPs 

disminuyen la toxicidad de las formas agregadas del péptido Aβ. 

     En las cepas de C. elegans que expresan de manera constitutiva el 

péptido Aβ en sus células musculares, se ha correlacionado una mejoría en 

la motilidad con un aumento en la formación de placas amiloides, ya que se 

ha descrito que la forma de agregación más tóxica del péptido Aβ son las 

especies oligoméricas y que el desplazamiento del equilibrio hacia la 

formación de placas es un mecanismo de protección frente a la toxicidad de 

oligomeros (Minniti et al., 2015; Minniti et al., 2009; Rebolledo et al., 

2011). 

     El análisis placas amiloides por THS para los nemátodos tratados indica 

que para el día 3 de tratamiento con NvO-D1/Ang2 y el péptido D1, se está 

desplazando el equilibrio del péptido Aβ, desde las especies oligoméricas 

hacia la formación de placas, lo cual se ve reflejado en la capacidad 

locomotora del nemátodo evaluada al día 5, posiblemente por la menor 
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toxicidad producida por las formas agregados del péptido Aβ por los 

tratamientos con NvO-D1/Ang2 y péptido D1. Este efecto es concentración 

dependiente para el péptido D1 libre. Estos resultados son concordantes con 

los reportados por Wisehan y cols. quienes observaron que el 

pretratamiento del péptido Aβ con el péptido D1 disminuye la citotoxicidad 

de las especies resultantes del péptido Aβ, todo esto evaluado in vitro 

(Wiesehan et al., 2008). 

      Para el grupo control, posiblemente se ha generado un efecto toxico que 

se ha ido acumulado en el tiempo, el cual ha sido mayor que el producido 

en los nematodos tratados con NvO-D1/Ang2 o péptido D1 libre y por lo 

tanto su capacidad locomotora se ve afectada de mayor manera por la 

toxicidad de las formas agregadas del péptido Aβ. 

     Si bien este efecto es mayor para los tratamientos con el péptido D1 que 

para el tratamiento con NvO-D1/Ang2, esto puede deberse a diferencias en 

la concentración efectiva dentro del nematodo, ya que la entrada y difusión 

del péptido libre es más probable que la del nanosistema propuesto el cual 

es más voluminoso. 

     Para evaluar la capacidad del conjugado NvO-D1/Ang2 de atravesar la 
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BHE y alcanzar el parenquima cerebral se utilizó el modelo murino de la 

EA APPswe/PSEN1dE9, en donde se determinó que la llegada del 

nanoconjugado NvO-D1/Ang2 es cerca de 4 veces mayor que el control, 

NvO-PEGs. Se ha descrito que en estudios post mortem de pacientes con la 

EA, que la BHE se encuentra dañada y permite un mayor paso de 

componentes sanguíneos hacia el SNC (Fiala et al., 2002; Hultman, 

Strickland, & Norris, 2013; Montagne et al., 2015; Sengillo et al., 2013). 

Por esto, es interesante que nuestro nanosistema propuesto (NvO-D1/Ang2) 

tenga una mejor llegada al cerebro que el control (NvO-PEGs), ya que nos 

indica que su llegada no es solamente por la permeabilidad de las BHE, sino 

que también hay un tropismo de ésta hacia el cerebro (posiblemente dado 

por la interacción de Angiopep2 con el receptor LRP1 que favorece la 

transcitosis) que la NvO-PEGs no poseen y no llega logra acumularse en 

ese órgano.  

     Luego, ex vivo se evaluó la colocalización de los diferentes 

nanoconjugados propuestos, marcados con Alexa fluor 647, con las placas 

amiloides utilizando cortes de cerebros del ratón APPswe/PSEN1dE9, se 

determinó que todos presentan cerca de un 26% de colocalización. Esto 
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llama la atención ya que indica que todos tiene una afinidad similar por las 

placas amiloides, sin embargo solamente el péptido D1 ha sido desarrollado 

con la función de reconocer Aβ, por lo que los resultados con Ang2 y PEGs 

llama la atención, aunque para éste último resultados mostrados 

previamente en ésta tesis y algunos reportes en literatura respaldan éste 

resultado. Sin embargo, Ang2 está diseñado para atravesar la BHE lo cual 

lo logra mediante el reconocimiento por parte del receptor LRP1. El 

receptor LRP1 dentro de sus ligandos se encuentra α-2-macroglobulina 

(α2m), apolipoproteína E (apoE), Propteína Precursora Amiloide (APP) y el 

péptido Aβ, entre otros ligandos conocidos para éste receptor (Sagare et al., 

2012; Zlokovic et al., 2010). Siendo que tanto el péptido Ang2 y el péptido 

Aβ son reconocidos por el mismo receptor, cabe la posibilidad que tengan 

motivos estructurales que puedan ser similares, permitiéndoles interactuar 

entre ellos, otorgándoles algún grado de afinidad.  Lo mismo fue evaluado 

in vivo para el nanoconjugado NvO-D1/Ang2 marcado con alexa fluor 647, 

corroborandose el resultado. Los controles de colocalización, rotando la 

imagen en rojo (NvO), muestran una baja considerable para todos los casos, 

in vivo e in vitro, indicando que no es al azar o un efecto del ruido de fondo. 
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     Finalmente la llegada de las NvO-D1/Ang2 al cerebro fue comprobada 

por TEM, como se observa en la Figura 5.9. Cabe mencionar que el 

contorno de las NvO puede verse alterado en la imagen debido a la gran 

cantidad de proteínas que se deben agregar sobre su superficie, 

considerando todas las barreras biológicas que debe atravesar para llegar al 

cerebro. Este resultado, sumado a los datos de oro y las imágenes de 

fluorescencia mostradas en el capítulo 5 confirman la llegada de las NvO-

D1/Ang2 al cerebro del animal.  
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6.2.  Conclusiones 

• Se obtuvieron y caracterizaron NvO-CTAB, NvO-PEGs y NvO-

D1/Ang2, no afectan la viabilidad celular y logran penetrar 

monocapas celulares, internalizándose de manera clatrina 

dependiente . 

• NvO-D1/Ang2 y NvO-PEGs inhiben el proceso de agregación del 

péptido Aβ. 

• NvO-D1/Ang2 se unen a fibras del péptido Aβ. 

• NvO-D1/Ang2 y el péptido D1 libre reducen la toxicidad de los 

agregados tóxicos del péptido Aβ en las células musculares del 

modelo C. elegans 2120 in vivo. 

• NvO-D1/Ang2 tiene 4 veces mejor llegada al cerebro, in vivo, que 

NvO-PEGs en el modelo transgénico murino de la Enfermedad de 

Alzheimer y presentan colocalización con placas amiloides. 

• NvO-PEGs, NvO-D1, NvO-Ang2 y NvO-D1/Ang2 colocalizan in 

situ con placas amiloides. 
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6.3. Proyecciones 

 
     A futuro se espera poder dilucidar in vitro como nanopartículas de oro 

multifuncionalizadas altera la cinética de agregación del péptido Aβ y si 

hay cambios en la estructura secundaria del péptido. 

      Finalmente se espera poder evaluar in vivo si la administración continua 

del nanoconjugado NvO-D1/Ang2 puede mejorar parámetros conductuales 

en un modelo murino del a EA, así como disminuir la carga amiloide e 

inflamación en el cerebro.  

      Algunas de estas proyecciones ya se están trabajando en nuestro 

laboratorio. 
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