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Resumen 

El estudio de nanopartículas de oro (NPO) para su potencial uso en terapia y 

diagnóstico de trastornos del sistema nervioso central (SNC) ha sido ampliamente 

descrito en literatura. Sin embargo, muchos estudios in vivo han demostrado que 

las cantidades de NPO que llegan al SNC son limitadas después de ser 

administradas por la vía intravenosa (IV), siendo la presencia de la barrera 

hematoencefálica (BHE) la principal limitante. A pesar de que se ha sugerido a la 

vía intranasal (IN) como una buena estrategia para evitar la BHE, son pocos los 

estudios que relacionen esta vía de administración y las NPO. En esta tesis se han 

desarrollado dos nuevos sistemas de NPO basados en nanoprismas y nanoesferas 

de oro funcionalizadas con un derivado de polietilenglicol HS-PEG-COOH (PEG) y 

el péptido D1 (NPrO-D1 y NEO-D1, respectivamente) para evaluar su llegada al 

SNC después de ser administrado por vía IN. Los ensayos de viabilidad celular 

mostraron que NPrO-D1 y NEO-D1 no fueron citotóxicos en un rango de 

concentraciones entre 0.05 a 0.5 nM. La administración IN de NPrO-D1 y NEO-D1 

mostró una diferencia entre las dos formas de NPO, en los que esta última llegó al 

SNC con niveles significativamente mayores que NPrO-D1. El estudio 

farmacocinético mostró que el nivel máximo de oro en el cerebro fue a las 0.75 h 

post administración IN de NEO-D1. Comparando las administraciones IN e IV de 

NEO-D1, se encontró que las concentraciones de oro observadas en cerebro fueron 

55 veces más altas por vía IN que por IV, mientras que en hígado y bazo las 

concentraciones de oro fueron 1470 y 1000 veces mayores por vía IV. Se concluye, 

por tanto, que la vía IN es más eficaz para dirigir las NPO al cerebro que la 
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administración IV, evitando a su vez una exposición sistémica. Finalmente, aunque 

se acumuló más oro en cerebro después de la administración IN, no se observaron 

diferencias significativas en la distribución de NEO-D1 en las diversas áreas del 

cerebro entre las rutas IN y IV.  
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Abstract 

Gold nanoparticles (GNP) for therapeutics and diagnostics of central nervous system 

(CNS) disorders have been extensively reported. However, many in vivo studies 

have shown that limited quantities of nanoparticles reached the CNS after 

intravenous (IV) administration and only traces crossed the blood-brain barrier 

(BBB), which is a chief drawback. The intranasal (IN) route has been suggested as 

a good strategy for circumventing the BBB, but only a few reports related with GNP 

have been published so far. In this thesis, it has been developed two new gold 

nanoparticulate systems based on gold nanoprisms and gold nanospheres 

functionalized with a polyethylene glycol derivative HS-PEG-COOH (PEG) and D1 

peptide (GNPr-D1 and GNS-D1, respectively) to evaluate their delivery to the CNS 

after IN administration. Cell viability assay showed that GNPr-D1 and GNS-D1 were 

not cytotoxic for concentrations ranging from 0.05 to 0.5 nM. An IN administration of 

GNPr-D1 and GNS-D1 demonstrated a significant difference between the two types 

of GNP, in which the latter reached the CNS in higher levels than GNPr-D1. 

Pharmacokinetic study showed that the peak brain level of gold was 0.75 h after IN 

administration of GNS-D1. By comparing IN and IV administrations of GNS-D1, it 

was found that the gold concentrations observed in brain was 55 times higher via 

the IN route than via IV bolus injection. In contrast, the liver and the spleen were 

richer with gold by 1470 and 1000-fold 45 min after IV injection. It is concluded, 

therefore, that the IN route is more effective for targeting gold to the brain than IV 

administration, apparently by avoiding a systemic exposure. Finally, even though 

more gold was accumulated in the brain after IN administration, no significant 
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difference was observed between the IN and IV routes in the distribution of GNS-D1 

in the various brain areas. 
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Introducción 

A pesar del amplio estudio sobre el potencial uso de nanopartículas de oro (NPO) 

en terapia y diagnóstico de enfermedades relacionadas con el sistema nervioso 

central (SNC), la llegada in vivo de estos nanosistemas al cerebro se ve limitada 

debido a la presencia de la barrera hematoencefálica (BHE). A pesar de que se ha 

sugerido a la vía intranasal (IN) como una buena estrategia para evitar la BHE, 

existen pocos estudios que evalúen si las nanopartículas metálicas llegan al cerebro 

a través de esta vía. En la mayoría de los casos, las investigaciones están 

enfocadas en toxicidad neuronal relacionada con exposición ambiental, por lo que 

se hace interesante evaluar la llegada al SNC de NPO con un potencial uso 

terapéutico a través de la vía IN, y comparar su acumulación y localización en 

cerebro en relación con una administración sistémica. 

 

1.1. Nanobiotecnología:  aplicaciones de nanopartículas de oro en 

biomedicina 

La nanobiotecnología es un campo emergente que tiene el potencial de desarrollar 

terapias y métodos de diagnóstico para diferentes patologías. Entre los diferentes 

materiales utilizados para la síntesis de nanopartículas, las nanopartículas 

metálicas, en especial las NPO, han sido ampliamente estudiadas para aplicaciones 

biomédicas tales como biosensores [1, 2], imagenología [3, 4], y entrega de 

fármacos y/o material genético [5-7]. Lo mencionado anteriormente se debe a las 

propiedades tanto físicas como químicas de las NPO [8]. Las mismas poseen una 

alta área superficial, que permite acoplar fármacos, péptidos o polímeros y tienen la 
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capacidad de penetrar modelos de membrana y células. Asimismo, poseen 

acumulación preferencial en tejido tumoral por sobre el tejido sano, proceso 

denominado efecto de permeación y retención aumentado o EPR (enhanced 

permeation and retention) por sus siglas en inglés, [6, 7, 9, 10]. Además, las NPO 

poseen propiedades ópticas que están dadas por la interacción de la radiación 

electromagnética y los electrones confinados en la superficie de la nanopartícula, lo 

que da origen al fenómeno de resonancia del plasmón superficial (RPS). Cuando 

las NPO son irradiadas a una longitud de onda significativamente mayor a su 

tamaño, se produce una oscilación colectiva de los electrones, lo que lleva a una 

gran absorción de energía y posterior liberación de esta como calor (Fig. 1.1A). Este 

aumento de temperatura de manera local puede ser utilizado para la destrucción de 

células tumorales o agregados tóxicos de proteínas involucradas en ciertas 

patologías (e.g. agregados β-amiloides y enfermedad de Alzheimer) [11, 12]. La 

longitud de onda a la que ocurre el fenómeno RPS depende del tamaño, forma y 

entorno dieléctrico de la nanopartícula [13]. En el caso de las nanoesferas de oro 

(NEO), si el diámetro de la nanopartícula aumenta, la banda RPS se desplaza a 

mayores longitudes de onda [3]. En el caso de NPO anisotrópicas, como las 

nanovarillas (NVO) o nanoprismas de oro (NPrO), las propiedades ópticas se ven 

afectadas por su razón de aspecto y simetría [14]. El espectro de absorbancia de 

los NPrO muestra dos bandas RPS; una localizada alrededor de los 530 nm, la cual 

se atribuye tanto a nanopartículas esféricas como al ancho de los prismas, y un 

segundo máximo de absorbancia en la región del infrarrojo cercano (Near Infrared 

Region, NIR), el cual corresponde al largo del NPrO [15, 16]. 
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Fig. 1.1. Plasmón superficial y ventana biológica. A) Cuando las NPO son irradiadas, estas absorben 
la energía llevando a una transición electrónica de los electrones de superficie (S0 → S1), para luego 
disiparla como calor local. B) Espectros de absorción del agua, hemoglobina, y oxihemoglobina 
donde se observa la ventana biológica. Imagen A y B extraídas de Guerrero et al. (2014) y Weissleder 
(2001), respectivamente.   

 

En el caso de una aplicación biomédica, la excitación en la NIR es el escenario más 

favorable ya que en esta región existe la ventana biológica, donde moléculas como 

el agua, hemoglobina y oxihemoglobina tienen sus coeficientes de absorción más 

bajos (Fig. 1.1B). En esta zona del espectro (700 – 950 nm) el tejido biológico se 

vuelve “transparente”, ya que la radiación tiene una mayor penetración y 

transmisividad sobre el tejido [8, 17-21]. Por lo tanto, NVO o NPrO podrían ser 

utilizados para desarrollar terapias contra cáncer o Alzheimer, ya que poseen 

bandas plasmónicas en la NIR. Sin embargo, el bromuro de cetiltrimetilamonio, o 

CTAB, es el surfactante más utilizado para la síntesis de nanopartículas 

anisotrópicas como NVO o NPrO [14, 22, 23], a pesar de sus conocidos efectos 

citotóxicos como disruptor de membranas celulares [24]. Por esta razón, es 

relevante considerar otras metodologías de síntesis que eviten el uso de CTAB. 

Pelaz et al. [25] desarrollaron un proceso de síntesis de NPrO en el cual el tiosulfato 
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de sodio actúa como agente reductor y estabilizante. Además, dependiendo de la 

razón molar entre la sal de oro y tiosulfato se puede modificar el largo de los NPrO, 

y por consiguiente su banda RPS en la NIR, manteniendo el ancho de la 

nanopartícula constante. 

 

1.2. Uso de nanopartículas de oro para una potencial terapia para la 

enfermedad de Alzheimer 

Las enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson tienen como 

características principales su aparición tardía en la vida, una gran pérdida neuronal, 

anormalidades sinápticas, y la presencia de agregados de proteínas en el cerebro, 

lo cuales se relacionan con la muerte neuronal [26]. La enfermedad de Alzheimer 

es la principal causa de demencia en el mundo, siendo una enfermedad 

neurodegenerativa progresiva y crónica que se describe clínicamente como un 

impedimento en la memoria y aprendizaje, y patológicamente como una atrofia 

cerebral, como signo de la pérdida neuronal [27]. 

La agregación de la proteína β-amiloide (βA) producida bajo condiciones 

patológicas lleva a la formación de distintas especies como oligómeros, 

protofibrillas, fibras amiloides, etc [28, 29]. La agregación de βA es un proceso 

complejo de varios pasos que comienza con cambios conformacionales que 

incluyen la presencia de agregados amiloidogénicos intermedios prefibrilares 

(PIAAs) como protofibrillas, amiloesferoides, fibrillas cortas, etc. Aunque la fibra 

madura (etapa final del proceso de agregación) muestra toxicidad, los PIAAs son 

aún más tóxicos [27]. Por esta razón, los estudios que están enfocados en el 
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diagnóstico o tratamiento de la enfermedad de Alzheimer tienen como blanco 

terapéutico el péptido βA en todas sus formas.  

Nuestro laboratorio demostró que el uso de NEO y NVO, ambas conjugadas con el 

péptido CLPFFD, son útiles para la destrucción de los agregados tóxicos de la 

proteína βA, a través de la liberación local de calor producida por las NPO al ser 

irradiadas con láseres y microondas [30, 31]. El péptido anfipático CLPFFD (Cis-

Leu-Pro-Fen-Fen-Asp) reconoce selectivamente los agregados tóxicos de βA [32, 

33]. Además, la conjugación de este péptido aumenta la estabilidad de la NPO por 

efecto estérico y promueve el traspaso de la BHE [30, 34]. NEO conjugadas con 

CLPFFD fueron incubadas con péptido βA1-42 durante 7 días, produciéndose la 

interacción entre las nanopartículas y las fibras amiloides. Luego, estos complejos 

fueron irradiados con microondas produciendo una absorción y disipación localizada 

de energía por parte de las NEO, llevando a la destrucción de los agregados tóxicos 

de βA (Fig. 1.2). 

Para alcanzar una terapia exitosa basada en NPO, se debe lograr un 

reconocimiento correcto y selectivo del blanco molecular. Una manera de lograr esto 

es usando proteínas, péptidos o anticuerpos conjugados a las NPO que permitan el 

reconocimiento de los agregados tóxicos βA. Péptidos que reconocen 

selectivamente estos agregados y además pueden inhibir los procesos de 

agregación son los candidatos ideales. El diseño de estos péptidos está basado en 

utilizar un fragmento βA que actúa como “elemento de reconocimiento” e introduce 

un “elemento disruptor”, haciendo posible el reconocimiento y disrupción, o 

inhibición, de la formación de agregados βA [35]. Un ejemplo es el péptido CLPFFD 
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introducido por Soto et al. [33], el cual es un derivado de la secuencia LVFFA, que 

correspondería a uno de los núcleos de agregación de βA1-42 (Fig. 1.3), jugando un 

rol importante en el proceso de agregación. 

 

 

 

El péptido posee tres residuos hidrofóbicos (L y dos F) que permiten la interacción 

con el núcleo de βA, un ácido aspártico (D) que aumenta la solubilidad, una prolina 

(P) que evita que βA forme puentes de hidrógeno y una estructura sábana β. 

Además, para poder conjugar el péptido a la nanopartícula, una cisteína fue 

incorporada al extremo N terminal de la secuencia para obtener el péptido CLPFFD, 

que permite la quemisorción sobre la superficie de oro (Au-S, Fig. S.1) [34]. Sin 

embargo, para que CLPFFD tenga un efecto como inhibidor de agregación, o como 

disruptor de fibra, tiene que encontrarse a una alta concentración, en una proporción 

equimolar al βA. Además, al ser un péptido, este presenta una baja vida media en 

plasma, lo cual es una desventaja para utilizarse en aplicaciones biomédicas.  

 

Fig. 1.2. Imágenes TEM 
antes y después de la 
irradiación con microondas. 
NEO-CLPFFD unidas a los 
agregados βA, los cuales 
son desagregados luego de 
8 h de irradiación. Imagen 
extraída de Kogan et al. 
(2006). 
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Fig. 1.3.  Secuencia del péptido βA1-42. Núcleo hidrofóbico en rojo. 

 

Recientemente, una familia de péptidos que ha llamado la atención por tener un 

reconocimiento selectivo de los agregados tóxicos de βA son los péptidos de la serie 

D (configuración D). Estos están constituidos por aminoácidos D, los cuales son 

menos sensibles a proteasas, resistentes a degradación, y menos o incluso no 

inmunogénicos, en comparación a los péptidos de la serie L [36, 37]. Liu et al. [38] 

reportaron la síntesis de un péptido de la serie D que se une específicamente y con 

gran afinidad a βA1-42, y con una constante de disociación en el rango submicromolar 

(0.4 µM). Los autores lo llamaron “d-pep” o “D1”, el cual corresponde a la secuencia 

peptídica qshyrhispaqv (en minúsculas por tratarse de aminoácidos D), y este 

posee una afinidad diez mil veces mayor por βA, en comparación con LPFFD. Lo 

anterior, junto a su mayor resistencia a la degradación, lo hace un promisorio 

candidato para su posible uso terapéutico en el tratamiento de la enfermedad de 

Alzheimer. 

 

1.3. Llegada de las NPO al cerebro 

1.3.1 Barrera hematoencefálica 

Actualmente, el estudio y desarrollo de agentes terapéuticos para el tratamiento de 

la enfermedad de Alzheimer está focalizado en la administración sistémica, la cual 

tiene como limitante la presencia de la BHE. Esta barrera tiene características 
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defensivas y selectivas que aíslan el SNC, generando un ambiente estable para la 

función neuronal. Además, debido a la presencia de esta barrera, el 98% de las 

moléculas pequeñas y el 100% de las moléculas grandes (peso molecular > 1 kD) 

no son capaces de llegar al cerebro [39]. 

La BHE está formada por células endoteliales las cuales recubren los microvasos 

cerebrales. Además, está constituida por astrocitos y pericitos, los cuales rodean el 

endotelio [40]. Los pericitos envuelven aproximadamente un tercio del tubo 

endotelial (37%), mientras que los dos tercios restantes (63%) están recubiertos por 

los botones terminales de los astrocitos [41]. El rol principal de la BHE es limitar el 

flujo de moléculas inespecíficas o xenobióticos hacia el cerebro a través de un 

aislamiento estricto del SNC [42]. La permeabilidad relativa de la BHE se debe a la 

presencia de uniones estrechas entre las células endoteliales capilares, a lo que se 

suma la presencia de sistemas enzimáticos, como ecto y endo enzimas dentro de 

las células endoteliales, que protegen el cerebro mediante la degradación de 

moléculas que cruzan las membranas celulares. Sin embargo, existen mecanismos 

de transporte en la barrera que permiten el pasaje de moléculas esenciales y 

nutrientes para el correcto funcionamiento del cerebro (Fig. 1.4). Entre los diferentes 

mecanismos de transporte descritos, la transcitosis mediada por adsorción (TMA) y 

mediada por receptor (TMR) son las más estudiadas para el transporte de 

nanopartículas al SNC.  
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Estudios en animales han entregado evidencia directa que las nanopartículas 

pueden llegar y acumularse en el parénquima cerebral, incluyendo el cuerpo 

estriado e hipocampo. En el caso de NPO funcionalizadas con transferrina, estas 

pueden llegar y acumularse en el parénquima cerebral luego de la administración 

sistémica en ratones a través de la vía de transcitosis mediada por receptor [43]. 

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron una mejora en la 

llegada al cerebro al conjugar el péptido CLPFFD a las NPO [34]. Además, para 

aumentar la permeación de las NPO-CLPFFD a través de la BHE, nuestro grupo 

incorporó la secuencia peptídica THRPPMWSPVWP (la cual reconoce el receptor 

de transferrina expresado en las células endoteliales de la BHE), lo cual incremento 

la llegada al cerebro (Fig. 1.5) [44]. Sin embargo, el porcentaje de la dosis inyectada 

permaneció en un nivel bajo (0.07%), en comparación con órganos como hígado o 

bazo. 

 

Fig. 1.4.   BHE y sus mecanismos de 
transporte. A) Representación de los 
pericitos y astrocitos, los cuales son parte 
de la unidad neurovascular que 
constituye la BHE. B) Mecanismos de 
transporte. (a) Uniones estrechas 
presentes en las células de la BHE. (b) 
Proteínas transportadoras del endotelio 
que actúan como carriers para distintas 
moléculas. (c) Moléculas solubles en 
lípidos cruzan la BHE por vía difusiva. (d) 
La TMR y endocitosis permite el 
transporte de proteínas como transferrina 
e insulina. (e) Moléculas con carga 
positiva penetran la BHE por TMA. (f) 
Bombas de eflujo. (g) Citocromo P450. 
Imagen extraída de Velasco-Aguirre et al. 
(2015). 
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Este perfil de biodistribución se debe a la interacción de proteínas plasmáticas con 

la superficie de las nanopartículas, lo cual lleva a la formación de la corona de 

proteínas [45-47]. Una vez en este estado, las nanopartículas pueden ser 

reconocidas y capturadas por macrófagos y el sistema retículo endotelial, 

provocando su acumulación en hígado y bazo, y por consiguiente, la pérdida de la 

mayoría de la dosis administradas [48]. 

 

1.3.2 Una ruta alternativa para evitar el cruce de la BHE: La vía intranasal 

En el SNC existen regiones específicas que no poseen BHE o áreas donde esta 

barrera es más permeable, como lo es la parte inferior de los ventrículos cerebrales 

y los nervios olfatorios. Estos últimos se han considerado como una puerta abierta 

para el transporte directo desde la nariz al SNC de fármacos, biomarcadores y 

agentes de contrastes [49-53]. El poseer una gran área superficial epitelial (150 cm2 

aprox.), mucosa nasal vastamente vascularizada, y evitar el metabolismo 

enterohepático, aparecen como los potenciales beneficios de la vía intranasal [52, 

54-58].  

Fig. 1.5.  Contenido de oro en 
cerebros de rata luego de 
administración de NP. En todos 
los animales se realizó una 
perfusión con PBS antes de 
extraer los órganos. El 
contenido de oro fue 
determinado por activación 
neutrónica. Imagen extraída de 
Prades et al. (2012). 
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En la cada cavidad del espacio nasal humano (dos cavidades divididas por el 

septum nasal) se puede encontrar una región vestibular, olfatoria, y respiratoria [59]. 

La región olfatoria es considerada como la puerta al SNC, y su epitelio se encuentra 

formado por tres tipos de células: neuronales, de soporte y basales. Estas células 

neuronales poseen cilios que detectan las moléculas volátiles e inician una 

depolarización en los axones olfatorios, los cuales son originados desde el bulbo 

olfatorio a las células neuronales. Sin embargo, la región olfatoria abarca una 

superficie de 10 cm2 de toda la cavidad nasal, mucho menos que la región 

respiratoria, la cual posee una amplia área superficial que se encuentra bien 

vascularizada. El destino de un fármaco cuando es administrado por vía intranasal 

depende del volumen y la forma mediante la cual la formulación es aplicada. Aunque 

el volumen de la cavidad nasal en humanos es alrededor de 25 mL, para llegar al 

cerebro se recomiendan volúmenes menores a 0.4 mL en alícuotas de 100 µL, con 

el fin de prevenir una absorción irregular o que la formulación sea drenada a través 

de la nasofaringe [49]. Si el fármaco no es metabolizado o depurado de la cavidad 

nasal, puede ser adsorbido por los vasos pertenecientes a la región respiratoria. 

Finalmente, el fármaco puede llegar al tejido parenquimal del cerebro a través de la 

región olfatoria (Fig. 1.6A). 
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Fig. 1.6. Características de la ruta IN. A) Biodistribución de un fármaco luego de ser administrado 
intranasalmente. B) Diagrama de la región olfatoria que muestra el epitelio, bulbo, y tracto olfatorio. 
Imagen A y B extraída de Casettari et al. (2014)  y Mistry et al. (2009), respectivamente. 

 

La organización anatómica de los nervios olfatorios permite que un compuesto 

alcance el SNC (Fig. 1.6B), aunque los mecanismos involucrados en este proceso 

no se conocen exactamente. Un compuesto, o una nanopartícula, pueden migrar 

desde la nariz al cerebro principalmente por tres vías. Una vía es a través del 

transporte transcelular a través de las células de soporte en la región olfatoria. Una 

segunda vía es la difusión paracelular a través de los canales generados por las 

células que cubren los axones olfatorios o mediante las hendiduras intercelulares 

en el epitelio olfatorio. Sin embargo, en el caso de nanopartículas con un tamaño 

sobre 20 nm, es poco probable que lleguen al cerebro a través de este mecanismo 

debido a las uniones estrechas. Finalmente, el tercer mecanismo, y más probable 

para las nanopartículas, corresponde a endocitosis neuronal seguida del transporte 

a través del axón al bulbo olfatorio [50, 60-63]. 

Existen pocos estudios que evalúen si las nanopartículas metálicas llegan al cerebro 

a través de la vía intranasal. En la mayoría de los casos, las investigaciones están 
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enfocadas en toxicidad neuronal relacionada con exposición ambiental. En modelos 

murinos se han observado efectos neurotóxicos como acumulación en 

compartimientos del SNC, daño y estrés oxidativo, o activación de células 

neurogliales luego de administrar por vía intranasal nanopartículas de plata, cobre, 

óxido de hierro, óxido de titanio, y óxido de manganeso [64-69]. Sin embargo, a 

pesar de que estos estudios demuestran efectos negativos a nivel de SNC por parte 

de estas nanopartículas, también demuestran la capacidad de las nanopartículas 

metálicas de llegar de manera directa desde la cavidad nasal al SNC. En el caso de 

las NPO, el primer reporte pertenece a 1970 y se refiere a la aplicación de coloides 

de Au198 en la mucosa de la región olfatoria en conejos. Los resultados muestran 

oro dentro del fluido cerebro espinal de la fosa craneal anterior [70]. Otros estudios 

publicados se enfocan en la entrega de agentes terapéuticos y los efectos 

fisiológicos producidos al administrar por vía intranasal NPO. Joshi et al. [71] 

demostró que el uso de NPO mejora la llegada de insulina al cerebro en ratas 

diabéticas, mientras que Hutter et al. [72] evaluó la respuesta de la microglía luego 

de administrar intranasalmente NPO de distintas morfologías (esferas, varillas y 

erizos) recubiertas con PEG o CTAB. La exposición de células neuronales después 

de la administración nasal a ratones transgénicos mostró que las NPO se 

internalizaron tanto en las neuronas primarias del hipocampo como en las células 

microgliales, y una activación transitoria del receptor tipo Toll 2 en el bulbo olfatorio. 

Este reporte demuestra la importancia y la influencia que tiene la geometría de las 

NPO en la activación microglial. Por otro lado, es necesario tener en cuenta las 

limitaciones de esta ruta, como lo son la baja capacidad de carga, irritación de la 

mucosa, y poca reproducibilidad [52, 54-58]. Finalmente, la eficiencia en el uso de 
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la vía intranasal para el tratamiento de una enfermedad neurológica depende de: 

(1) la llegada del compuesto activo al SNC, (2) de alcanzar una concentración que 

permita un efecto terapéutico que con otra ruta de administración no es posible y 

(3) de reducir la toxicidad sistémica generada por los fármacos de acción central. 

 

1.4. Estrategias para incrementar la biodisponibilidad mediante la 

administración por la vía intranasal 

Las nanopartículas aparecen como vectores de tamaño nanométrico que pueden 

mejorar la llegada de fármacos por la vía nariz-cerebro debido a que son capaces 

de proteger al fármaco de la degradación química y/o biológica, o de las proteínas 

transportadoras de eflujo extracelulares, aumentando la biodisponibilidad en el 

SNC. Además, la modificación superficial de las NPO puede asegurar la correcta 

llegada del fármaco al blanco terapéutico y permitir un transporte transcelular a 

través de las neuronas olfatorias mediante endocitosis. Moléculas como lectinas, 

polietilenglicol (PEG), y polímeros pueden ser utilizados para aumentar la llegada al 

SNC de fármacos acoplados a nanopartículas a través de la administración 

intranasal. La estabilidad de las NPO en un determinado medio y su tiempo de 

circulación in vivo puede ser mejorado usando agentes como PEG [73]. El PEG 

tiolado (HS-PEG), el cual es un polímero hidrofílico, ha sido ampliamente utilizado 

como un ligando de superficie que mejora la vida media de las NPO en circulación, 

debido a que reduce el proceso de opsonización al reducir la adsorción de proteínas 

[74]. Diferentes variables pueden afectar la capacidad de nanopartículas 

modificadas con PEG de penetrar el mucus y ser transportadas a través de células 
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epiteliales, las que incluye: 1) Peso molecular del PEG, ya que cadenas de PEG 

más largas pueden aumentar las interacciones entre las fibras del mucus 

reduciendo el movimiento transmucosa de las nanopartículas, 2) La composición de 

la nanopartícula, la cual afecta el potencial zeta y/o las proteínas absorbidas del 

medio biológico [75, 76]. Además, las moléculas de PEG permiten un mejor 

reconocimiento molecular del blanco mediante la separación de las moléculas 

activas sobre la superficie de la NPO [77]. 

Por otro lado, el uso de polímeros biocompatibles como PLGA, quitosano, Pluronic, 

ácido poli láctico, entre otros, en NPO para mejorar la entrega de fármacos ha sido 

ampliamente estudiado [78-83]. Existen diferentes estrategias para funcionalizar, 

encapsular o recubrir nanosistemas con polímeros tales como la nanoprecipitación, 

emulsión simple en oil-in-water (o/w), electrospraying, auto-ensamblaje layer-by-

layer (LbL), entre otras [84-86]. La metodología LbL se basa en alternar la adsorción 

de polímeros cargados capa por capa, como policationes y polianiones, hasta 

obtener la arquitectura deseada. Las principales ventajas del método LbL sobre 

otros procesos de encapsulación son: 1) El ancho y el diámetro de la nanocapsula 

puede variar con una precisión de unos pequeños nanómetros, 2) La arquitectura 

de la capa de encapsulación puede ser diseñada combinando polímeros, péptidos, 

bicapas lipídicas, 3) el diámetro final obtenido permite su uso para ser administrado 

mediante inyecciones (menos de 1 micra), y 4) la posibilidad de modificar la carga 

superficial y el grosor de la capa permite evaluar y determinar cuáles son los mejores 

parámetros para una correcta permeación y entrega del agente terapéutico. 

Diversos polímeros pueden ser utilizados a través de esta metodología debido a sus 



 

26 
 

características de carga por lo cual se han empleado en estudios que evalúan la 

entrega de fármacos a través de la vía intranasal debido a sus propiedades 

mucoadhesivas tales como la polietilenimina (PEI), poliestireno sulfonato (PSS), 

carbopol (CAR), y ácido algínico (AAC), entre otros (Fig. 1.7) [87-90]. 

 

 

 

Sin embargo, estudios que evalúen el uso de NPO, ensamblaje LbL, llegada al SNC, 

y administración IN no fueron encontrados en literatura, haciendo interesante la 

posibilidad de evaluar y estudiar un nanosistema que englobe todos estos tópicos. 

Por lo anterior, este proyecto se enfoca en la preparación de un nanosistema 

basado en NPrO funcionalizado con HS-PEG y el péptido D1. Luego, el sistema 

será recubierto con polímeros mediante el método LbL y se evaluará su llegada al 

cerebro al ser administrado por vía IN.  Además, este nanosistema se comparará 

con otro de similares características fisicoquímicas, pero que solo difiere en la forma 

(NEO), con el fin de evaluar si existe alguna influencia de este parámetro en la 

llegada al SNC a través de la ruta IN. Finalmente, con el nanosistema de mejor 

desempeño, se realizará un estudio farmacocinético por vía IN, y se comparará su 

Fig. 1.7. Polímeros usados en administración 
intranasal. Fórmula de polímeros que tienen 
propiedades mucoadhesivas, y que además son 
policationes o polianiones que pueden ser 
utilizados mediante la metodología de 
recubrimiento layer-by-layer. A) Polietilenimina 
(PEI), B) Ácido algínico (AAC), C) Poliestireno 
sulfonato (PSS), y D) Carbopol (CAR). 
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acumulación en distintos órganos y distribución en cerebro al ser administrado tanto 

de manera IN, como IV (Fig. 1.8). 

 

 

Fig. 1.8. Resumen trabajo de tesis. A) Tanto NPrO como NEO fueron funcionalizados con HS-PEG-
COOH y el péptido D1. Ambos nanosistemas fueron caracterizados fisicoquímicamente. B) 
Evaluación de la viabilidad celular en células de microglía BV-2 utilizando diferentes concentraciones 
de nanopartículas. C) NPrO-D1 y NEO-D1 fueron administrados por la ruta IN para evaluar si la 
forma afecta en la acumulación de oro en cerebro, bulbo olfatorio, y plasma. D) Se encontró una 
mayor cantidad de oro en cerebro cuando se utilizaron NEO-D1, por lo que se llevó a cabo un estudio 
farmacocinético utilizando este nanosistema. Los resultados mostraron que 0.75 h post 
administración existe un pico de concentración de oro en cerebro. Finalmente, se realizó una 
comparación entre la vía IN e IV, determinando la cantidad de oro en distintos órganos, así como 
también la distribución en cerebro. 
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Hipótesis 

 

Nanopartículas de oro funcionalizadas con PEG, D1 y recubiertas con polímeros, 

llegan al SNC a través de la administración intranasal. 

 

Objetivos 

 

A) Objetivo general 

Evaluar la llegada al SNC luego de la administración intranasal de NPO-PEG-D1 

recubiertas con polímeros cargados a través de la metodología layer-by-layer.  

 

B) Objetivos específicos 

1) Sintetizar nanoprismas y nanoesferas de oro y conjugarlas con HS-PEG y con el 

péptido D1.  

2) Recubrir los nanosistemas con polímeros usando el método layer-by-layer y 

determinar la estabilidad.  

3) Evaluar los cambios fisicoquímicos en las distintas etapas de conjugación.  

4) Determinar la citotoxicidad de los nanosistemas mediante ensayos in vitro.  

5) Evaluar la llegada al SNC de los nanosistemas luego de ser administrado 

intranasalmente.  
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2.1. Síntesis nanoprismas de oro (NPrO) 

NPrO con un largo de arista de 50 nm fueron preparados utilizando Na2S2O3 como 

agente reductor de HAuCl4, de acuerdo con el protocolo descrito por Pelaz et al. [1]. 

Brevemente, una solución 0.7 mM de Na2S2O3 preparada en el momento fue 

añadida a una solución acuosa de HAuCl4 (2 mM). La mezcla se dejó reaccionar 

durante 9 minutos a temperatura ambiente, y un nuevo volumen de Na2S2O3 fue 

añadido. Después de 30 minutos la reacción estaba completa, y la solución final fue 

caracterizada. Las muestras fueron caracterizadas por espectrofotometría, 

dispersión dinámica de la luz, potencial zeta, y microscopía electrónica de 

transmisión. 

 

2.2. Síntesis de nanoesferas de oro (NEO)  

Nanoesferas de oro cubiertas con citrato (48 nm) fueron preparadas mediante la 

reducción de HAuCl4 con citrato de sodio, de acuerdo con el método de Turkevich. 

Una solución acuosa de HAuCl4 (0.01% p/v) fue llevada a ebullición y una solución 

de citrato de sodio (1% p/v) fue rápidamente añadida. La reacción se llevó a cabo 

durante 15 minutos bajo agitación magnética, hasta la formación de una solución 

púrpura. La solución fue enfriada a temperatura ambiente, para luego ser 

caracterizada. Las muestras obtenidas fueron caracterizadas mediante 

espectrofotometría, dispersión dinámica de la luz, potencial zeta, y microscopía 

electrónica de transmisión. 
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2.3. Funcionalización con HS-PEG-COOH 

Tanto los NPrO como las NEO fueron funcionalizados con HS-PEG-COOH (5kDa). 

Para lograr la quemisorción del grupo tiol sobre la superficie de las nanopartículas 

de oro, los siguientes protocolos fueron llevados a cabo: 

NPrO: 15 µL de una solución acuosa de HS-PEG-COOH (0.1 mg) fueron añadidos 

a una solución de NPrO (1 de absorbancia, pH = 7) bajo agitación suave. La solución 

reaccionó durante 3 horas, y luego el vial fue sonicado durante 5 minutos. Con el fin 

de eliminar el exceso de moléculas de PEG, la solución fue centrifugada a 5,900 g 

durante 20 minutos. El sobrenadante fue descartado, y la pella resuspendida en 

agua Milli-Q.  

NEO: Una solución de NEO 1 de absorbancia se mezcló con 300 µL de una solución 

acuosa de HS-PEG-COOH (1.5 mg) bajo agitación suave durante 1.5 horas. 

Transcurrido el tiempo de reacción, la solución fue sonicada durante 5 minutos y 

centrifugada durante 20 minutos a 5,900 g. El sobrenadante fue descartado, y la 

pella resuspendida en agua Milli-Q. 

 

2.4. Purificación de NPrO mediante centrifugación 

Con el fin de eliminar las nanoesferas formadas durante la síntesis de los NPrO 

(contaminantes), las muestras que fueron funcionalizadas con HS-PEG-COOH 

(NPrO-PEG), fueron purificadas mediante centrifugación. La muestra NPrO-PEG o 

“P1” (pella 1) fue centrifugada a durante 20 minutos a 3,300 g, descartando el 

sobrenadante y resuspendiendo la pella en agua Milli-Q (P2). Luego, P2 fue 
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centrifugada a 1,500 g durante 20 minutos, y nuevamente, el sobrenadante fue 

descartado y la pella resuspendida en agua Milli-Q (P3). El mismo procedimiento 

fue repetido para obtener P4 (400 g, 20 minutos), P5 (1,500 g, 20 minutos), P6 (400 

g, 20 minutos), y P7 (5,900 g, 20 minutos), siempre descartando el sobrenadante y 

resuspendiendo la pella. Todas las centrifugaciones fueron llevadas a cabo a 

temperatura ambiente y las muestras siempre fueron sonicadas antes de ser 

centrifugadas. La caracterización de P7 realizada mediante espectrofotometría Vis-

NIR y TEM confirma el éxito de la purificación.  

 

2.5. Doble funcionalización con HS-PEG-COOH 

Las muestras NPrO-PEG (P7) fueron funcionalizadas nuevamente con HS-PEG-

COOH para asegurar la presencia de un gran número de moléculas PEG sobre la 

superficie de los nanoprismas. Una alícuota de 150 µL HS-PEG-COOH (0.2 mg) fue 

añadida a una solución P7 (1 de absorbancia, pH = 12). La funcionalización fue 

realizada bajo agitación suave, durante toda la noche, y a temperatura ambiente. 

Después de esto, la muestra fue sonicada durante 5 minutos y centrifugada a 3,300 

g durante 20 minutos. El sobrenadante fue descartado, y la pella resuspendida en 

agua Milli-Q, obteniéndose la muestra NPrO-PEGx2. 

 

2.6. Conjugación del péptido D1 

A través del uso de los reactivos 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida y N-

hidroxisuccinimida (EDC/NHS), un enlace amida fue generado entre los grupos 
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carboxílicos y aminos, presentes en HS-PEG-COOH y el péptido D1, 

respectivamente. Primero, NPrO-PEGx2 y NEO-PEG fueron centrifugadas durante 

20 minutos a 3,300 g y 5,900 g, respectivamente, y las pellas obtenidas fueron 

resuspendidas en 400 µL de agua Milli-Q. Luego, 100 µL de una solución EDC/NHS 

fue añadida para activar los grupos carboxílicos. Las cantidades de EDC/NHS 

añadidas para NPrO-PEGx2 y NEO-PEG fueron de 0.9/1.35 mg y 1/2.5 mg, 

respectivamente. Ambas muestras reaccionaron durante 15 minutos bajo agitación 

orbital. Las muestras fueron sonicadas y centrifugadas durante 20 minutos a 3,300 

g (NPrO) y 5,900 g (NEO) con el fin de eliminar el exceso de moléculas de 

EDC/NHS. Las pellas fueron resuspendidas en 700 µL de PBS y 100 µL de una 

solución del péptido D1 (3 mg/mL) fue añadida a los NPrO y NEO activados. Las 

muestras fueron sonicadas durante 5 minutos y luego incubadas toda la noche a 

temperatura ambiente bajo agitación orbital. Finalmente, NPrO-D1 y NEO-D1 fueron 

nuevamente centrifugadas, las pellas resuspendidas en agua Milli-Q y almacenadas 

a 4°C. Ambos sistemas fueron caracterizados mediante espectrofotometría, 

dispersión dinámica de la luz, potencial zeta, y microscopía electrónica de 

transmisión. 

 

2.7. Recubrimiento con polímeros mediante layer-by-layer 

NPrO: Una solución de NPrO-D1 fue añadida gota a gota a 2.5 mL de una solución 

de polietilenimina (PEI, 1 mg/mL) bajo agitación suave. Luego, la mezcla fue agitada 

durante 1 hora y centrifugada 15 minutos a 3,300 g. La pella fue resuspendida en 

agua Milli-Q. La suspensión de nanoprismas, NPrO-D1-PEI, fue añadida gota a gota 
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a 2 mL de una solución de poliestireno sulfonato (PSS, 5 mg/mL), siguiendo el 

mismo protocolo descrito anteriormente. Finalmente, luego de dos centrifugaciones, 

la pella NPrO-D1-PSS fue obtenida. 

NEO: Al igual que en el caso de los NPrO-D1, se añadió gota a gota una solución 

de NEO-D1 sobre 2.5 mL de una solución PEI (1 mg/mL). Luego de 1 hora bajo 

agitación suave, la muestra se centrifugó 20 minutos a 5,900 g. La muestra fue 

resuspendida en agua Milli-Q y se añadió gota a gota sobre 2 mL de A: Carbopol 

(CAR, 2 mg/mL) o B: Ácido algínico (AAC, 5 mg/mL) siguiendo el mismo protocolo 

descrito anteriormente. La muestra fue resuspendida en agua Milli-Q y almacenada 

a 4°C.  

Todos los nanosistemas obtenidos fueron caracterizados mediante 

espectrofotometría, dispersión dinámica de la luz y potencial zeta para determinar 

sus parámetros fisicoquímicos. 

 

2.8. Espectrofotometría UV-Visible-NIR 

Los espectros de absorción fueron obtenidos a temperatura ambiente y utilizando 

agua Milli-Q como solvente, a través del espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 

25. Cada espectro fue usado para determinar y observar las bandas plasmónicas 

características de NPrO y NEO desnudas, y sus respectivas formas funcionalizadas. 

Cubetas de cuarzo con 1 cm de paso óptico fueron utilizadas para llevar a cabo las 

mediciones, usando agua Milli-Q como blanco. 
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2.9. Dispersión dinámica de la luz (DLS) 

Los diámetros hidrodinámicos y la estabilidad coloidal de todas las muestras fueron 

medidos utilizando un Malvern Zetasizer 3000 (Malvern Instruments, UK). Una 

alícuota de cada muestra fue depositada en una celda capilar de policarbonato 

desechable (DTS 1061) y las medidas fueron realizadas a una longitud de onda de 

633 nm, ángulo fijo de dispersión de 173°, y bajo un control preciso de temperatura 

(25°C). 

 

2.10. Potencial Zeta 

Las mediciones de potencial zeta de todas las muestras fueron realizadas en el 

equipo Zetasizer 3000 (Malvern Instruments, UK) a 25°C. Como las muestras se 

encontraban en solución acuosa, se utilizó la aproximación de Smoluchowski para 

calcular los valores de potencial zeta. Todas las mediciones fueron realizadas 

utilizando agua Milli-Q como solvente, procurando que las soluciones resultantes 

tuviesen un pH cercano a 5.5. 

 

2.11. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

El tamaño y morfología de las nanopartículas de oro fue determinado mediante 

microscopía electrónica a través del microscopio de transmisión FEI Tecnai 

G2 TWIN, operado a 120 kV. Las grillas fueron preparadas dejando caer una gota 

de solución de NPrO o NEO sobre una microgrilla de cobre cubierta con 

carbono/Formvar. Luego de 5 minutos, el exceso de solución fue removido con 
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papel absorbente. Con el fin de observar materia orgánica sobre la superficie de las 

nanopartículas, algunas muestras fueron teñidas con ácido fosfotúngstico al 1%. 

 

2.12. Determinación de la concentración de nanopartículas 

i) Absorción atómica 

Una alícuota de volumen conocido de NPrO-PEG (P4) fue analizada mediante 

absorción atómica para determinar la concentración de oro (CAu) y establecer una 

relación entre el valor de absorbancia del plasmón y la concentración de NPrO 

(CNPrO). Las muestras fueron puestas en viales y secadas en una estufa a 60°C. 

Después de esto, 2 mL de una solución HNO3 1N y HCl 1N fue añadida a cada vial 

para desintegrar las nanopartículas de oro y convertirlas en átomos de oro. Las 

muestras fueron dejadas en la estufa a 60°C durante toda la noche. Una vez que 

las muestras se encontraban secas, fueron diluidas con agua Milli-Q a un volumen 

final de 10 mL para ser analizadas por absorción atómica. Para determinar la 

concentración de oro en cada muestra, una curva de calibración medida el mismo 

día fue utilizada (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 5.5, y 7 mg/L). Todas las muestras 

fueron medidas 3 veces. Con el valor de la CAu y el conocimiento del largo (L) y 

ancho (A) promedio de los NPrO (determinado mediante TEM), la CNPrO fue 

calculada de la siguiente manera: 

 

𝐶𝑁𝑃𝑟𝑂 =
𝐶𝐴𝑢

𝜌𝐴𝑢 × 𝑉𝑁𝑃𝑟𝑂
× %𝑁𝑃𝑟𝑂 
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CNPrO: Concentración NPrO (nM) 

CAu: Concentración de oro (nM) 

ρAu: Densidad de átomos de oro en bulk (59 átomos/nm3) 

VNPrO: Volumen de los NPrO determinado mediante la fórmula: 
√3×𝐿2×𝐴

4
 

%NPrO: Porcentaje de NPrO en la muestra 

 

Las muestras usadas para estos análisis fueron observadas por TEM con el fin de 

determinar la razón entre número de nanoprismas/nanoesferas. Además, las 

imágenes TEM fueron utilizadas para determinar los tamaños de los prismas y 

esferas, lo cual permitió determinar sus volúmenes y la razón VNPrO/VNEO. La relación 

entre las razones del número de nanoprismas/nanoesferas y VNPrO/VNEO nos 

permitió calcular el porcentaje de nanoprismas (%NPrO) y nanoesferas (%NEO) 

presentes en la muestra. Finalmente, consideramos que todo el oro presente en 

cada muestra correspondía a NPrO, y estos resultados fueron multiplicados por el 

%NPrO de cada muestra, obteniéndose la concentración de NPrO. 

 

ii) Nanosight 

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

análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) con el equipo NanoSight NS3000 

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

con el software NanoSight, versión NTA 3.2. El NTA es una aproximación rápida 
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que puede ser usada para mediciones cuantitativas. Se estableció una relación 

lineal entre la concentración de las nanopartículas y el valor de absorbancia de la 

banda plasmónica. Cinco muestras de NPrO-D1 o NEO-D1 con diferentes valores 

de absorbancia, entre 0.1 y 1, fueron diluidas y medidas. Los datos fueron obtenidos 

usando un nivel de cámara de 15, videoclips de 50 segundos, y un límite de 

detección de 3. En el caso de los NPrO-D1, las mediciones fueron realizadas con 3 

láseres de distinta longitud de onda (405, 488, y 642 nm) para corroborar de que no 

existiera influencia del tipo de láser usado y el resultado obtenido. El láser rojo, 642 

nm, fue usado para las mediciones de NEO-D1. Todas las mediciones se llevaron 

a cabo a una temperatura de 25°C y con agua Milli-Q como solvente.  

 

2.13. Número de péptidos por nanopartícula 

A través de análisis de aminoácidos se determinó el número de moléculas de 

péptido en una solución con una concentración conocida de nanopartículas [2, 3]. 

Las muestras fueron concentradas mediante centrifugación a 5,900 g durante 20 

minutos para obtener una solución de 40 µL. Un volumen de 12 µL de ácido α-

aminobutírico (AABA, 2.5 mM) fue añadido con patrón interno. La mezcla fue 

hidrolizada por 72 horas en HCl 6 N, evaporada, y resuspendida a un volumen final 

de 200 µL en HCl 20 mM. Para cada stock se tomaron 20 µL y se mezclaron con 60 

µL de tampón borato. Los aminoácidos en el hidrolizado se derivatizaron al agregar 

20 µL de carbamato heterocíclico activado con 6-aminoquinolil-n-hidroxisuccinimida 

(reactivo de Waters AccQ-FluorTM), los cuales se dejaron reaccionar durante 1 min 

a temperatura ambiente seguido de 10 min a 55°C. Las muestras fueron inyectadas 



 

44 
 

en un HPLC-PDA con una columna AccQ-Tag (C18; 4 µm; 3,9 x 15 mm). Los picos 

obtenidos fueron comparados con estándares de aminoácidos (Waters Pico-Tag). 

El número de moléculas de péptido por mL fue dividido por el número de 

nanopartículas de oro por mL con el fin de obtener el número de moléculas de 

péptido por nanopartícula: 

 

𝑁 =
𝑃é𝑝𝑡𝑖𝑑𝑜 (µ𝑀)

𝑁𝑃 (𝑛𝑀)
 × 1000 

N: número de moléculas del péptido D1 por nanopartícula. 

Péptido: concentración del péptido D1 (µM) determinado mediante análisis de 

aminoácidos. 

NP: concentración de nanopartículas (nM; NPrO o NEO) determinado mediante 

NTA. 

 

2.14. Espectroscopía Raman 

Todos los espectros Raman fueron medidos en un espectrómetro Raman Renishaw 

InVia. El microespectrómetro estaba equipado con una línea láser de 785 nm, un 

detector CCD enfriado eléctricamente, y acoplado a un microscopio Leica DMDL. 

La señal Raman se calibró internamente a la línea de silicio de 520 cm-1. El rango 

espectral se estableció entre 200-2000 cm-1, y el número de adquisiciones fue de 1 

a 10 s de tiempo de integración. La potencia del láser fue de 0.2 mW (menos del 

1%) para evitar cualquier fotodescomposición. Las muestras se depositaron en una 
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fina lámina de oro para eliminar la fluorescencia intrínseca. Esta superficie se 

preparó depositando una película de Au en plasma de argón sobre un sustrato de 

vidrio mediante el método de pulverización catódica. Los espectros Raman del 

péptido D1 se registraron en estado sólido, mientras que los espectros SERS de 

NPrO-D1 y NEO-D1 se obtuvieron después de evaporar el disolvente sin ninguna 

exposición a la luz. 

 

2.15. Determinación de la estabilidad coloidal 

Para determinar la estabilidad coloidal de los nanosistemas basados en NPrO y 

NEO se realizaron diferentes ensayos. Todas las muestras fueron caracterizadas 

con el fin de obtener los valores de sus bandas plasmónicas, diámetros 

hidrodinámicos, y potenciales zeta. Cada condición fue evaluada mediante 

experimentos independientes y en triplicado. Soluciones de NPrO-D1, NPrO-D1-

PEI, NPrO-D1-PSS, y NEO-D1 en agua Milli-Q fueron almacenadas a 4°C por un 

periodo de 28 días. Sus parámetros fisicoquímicos fueron evaluados los días 1, 7, 

14, y 28 con el fin de determinar su estabilidad. Por otro lado, se determinó la 

estabilidad de NPrO-D1 y NEO-D1 al ser resuspendidos en agua Milli-Q, PBS, y 

medio de cultivo RPMI-1640 durante 24 h a 37°C. Las propiedades fisicoquímicas 

fueron determinadas a tiempo cero (T0) y luego de 24 h (T24). Antes de cada 

medición, las muestras disueltas en los distintos medios fueron centrifugadas y 

resuspendidas en agua Milli-Q para ser caracterizadas. Tanto la determinación de 

estabilidad en el tiempo, como en la evaluación de distintos medios, las muestras 

fueron sonicadas 5 min previo a la realización de las mediciones. 
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2.16. Ensayos de viabilidad celular  

Para determinar los efectos de los NPrO y NEO funcionalizados sobre la viabilidad 

celular, se realizó el ensayo de reducción de la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS). Este ensayo establece una 

relación lineal entre el número vial de células y la absorbancia. Se utilizaron dos 

líneas celulares: la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y mantenidas con 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), y la línea 

celular de endotelio de cerebro de ratón bEnd.3, para las cuales se utilizó el medio 

DMEM alto en glucosa (Gibco). Ambas líneas fueron sembradas en placas de 96 

pocillos a una densidad celular de 10,000 células/pocillo, y suplementadas con 

suero fetal bovino (SFB) al 1%, 50 U/mL de penecilina, y 0,05 g/mL de 

estreptomicina. Las células fueron incubadas con concentraciones crecientes de 

NPrO-PEGx2, NPrO-D1, NEO-PEG, y NEO-D1 a 37ºC y con una atmósfera al 5% 

de CO2. Después de 24 horas, la viabilidad celular fue determinada (triplicado) en 3 

experimentos independientes usando el ensayo MTS de acuerdo con el protocolo 

del fabricante. Brevemente, la sal de tetrazolio MTS necesita un reactivo de 

acoplamiento de electrones (fenazina metosulfato; PMS). Tanto el MTS, como el 

PMS fueron disueltos en buffer fosfato salino de Dulbecco (DBPS) a un pH óptimo 

entre 6-6.5. El MTS y PMS fueron mezclados para obtener una concentración final 

de 333 µg/mL de MTS y 25 µM de PMS en el ensayo. La mezcla fue añadida a las 

células y se incubó durante 1 a 3 horas a 37°C. La absorbancia a 490 nm fue 
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monitorizada en un lector Multiscan con una longitud de onda de referencia de 655 

nm.  

Además, se determinaron los efectos de NEO-D1 y NPrO-D1 sobre la viabilidad 

celular en línea de microglía BV-2 mediante el ensayo de reducción de la sal 2,3-

Bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT). Las células 

fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad celular de 20,000 

células/pocillo y mantenidas con medio RPMI-1640, SFB 10%, y L-glutamina. Las 

células fueron incubadas con concentraciones crecientes de NEO-D1 y NPrO-D1 

durante 24 horas. Posterior a esto, la viabilidad celular fue determinada (triplicado) 

en 2 experimentos independientes. El procedimiento para la lectura de resultados 

es similar al usado para el MTS, teniéndose que mezclar XTT con PMS, incubarlo 

de 1 a 3 horas a 37°C, y medir la placa a 2 longitudes de onda, en este caso a 475 

y 660 nm. 

 

2.17. Experimentos In Vivo  

i) Animales 

Para los siguientes estudios se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (350-400 g 

de peso, Harlam, Jerusalén). Los animales fueron mantenidos en jaulas de 

policarbonato bajo ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. Las ratas tenían libre 

acceso a comida y agua bajo condiciones reguladas de temperatura y humedad. 

Todas las metodologías y procedimientos experimentales usados fueron revisados 

y aprobados por el Institutional & Use Committee, Ben-Gurion University of the 
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Negev, el cual se ajusta al Cuidado Humano y Uso de Animales de Laboratorio de 

Israel. 

 

ii) Administración intranasal (IN) e intravenosa (IV) 

Los animales fueron divididos aleatoriamente en 6 grupos (n = 1, IN, experimento 

preliminar), 2 grupos (n = 3, IN, 0.5 h, NPrO-D1 y NeO-D1), y 2 grupos (n = 3, IN e 

IV, 0.75 h, NEO-D1). La dosis administrada para cada tratamiento en cada animal 

fue de 4.5 x 1011 nanopartículas/kg de peso. En el caso de la vía intranasal, el 

volumen utilizado fue de 75 µL/kg de peso (37.5 µL/fosa/kg de peso), mientras que, 

en el caso de la vía intravenosa, el volumen administrado fue de 1,230 µL/kg de 

peso (vena de la cola). Previo a realizar la administración, ya fuese IN o IV, los 

animales fueron sedados con vapor de isoflurano. Después de 30 o 45 minutos, los 

animales fueron anestesiados con ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilazina (10 mg/kg, 

i.p.). Luego, se extrajo un volumen de 0.5 mL de sangre de la aurícula derecha del 

corazón, para luego proceder a perfusión cardiaca con PBS 1X hasta que el corazón 

se detuvo, con el fin de eliminar la sangre residual de cada órgano. Los órganos de 

interés fueron removidos, lavados con PBS, congelados a -80°C, y luego liofilizados 

hasta que estuviesen completamente secos. Finalmente, todos los órganos secos 

fueron pesados. 

 

iii) Estudio farmacocinético de NEO-D1 

15 animales se dividieron de manera aleatoria en 5 grupos de 3 ratas cada uno. La 

dosis administrada intranasalmente en este experimento fue la misma utilizada en 
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los experimentos anteriores (4.5x1011 nanopartículas/Kg; 37.5 µL por fosa/Kg). Las 

ratas fueron sacrificadas a las 0.75, 2, 4, 8, 24 h post administración siguiendo el 

mismo protocolo descrito anteriormente. Del corazón se tomó un volumen de 0.5 

mL de sangre, se extrajeron el cerebro, bulbo olfatorio, e hígado, los cuales fueron 

lavados en PBS, congelados a -80°C, y liofilizados. Luego, todos los órganos fueron 

molidos, y una cantidad de masa conocida fue analizada mediante activación 

neutrónica para determinar el contenido de oro. 

 

iv) Digestión y cuantificación de oro 

Se utilizó espectrometría de masa con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS 

Agilent 7500cx, Universidad Hebrea de Jerusalén, Jerusalén, Israel) para 

determinar la cantidad de oro en cada muestra de los experimentos descritos en la 

sección 2.16 (ii). Cada órgano, una vez seco, fue digerido con H2SO4 (96%), HNO3 

(70%) y H2O2 (30%) hasta obtener una solución transparente y limpia. Luego, con 

el fin de desintegrar completamente las nanopartículas de oro, las soluciones 

obtenidas fueron digeridas con agua regia (HCl:HNO3, 3:1) y H2O2 (30%), hasta 

obtener soluciones transparentes. Ambos procesos de digestión fueron llevados a 

cabo en una placa calefactora, y se dieron por terminados una vez que todos los 

ácidos fueron completamente evaporados. Finalmente, cada muestra fue 

resuspendida en 5 mL de agua Milli-Q y almacenada a 4°C previo a su medición por 

ICP-MS. Las concentraciones de oro fueron determinadas de acuerdo con los 

valores de absorbancia, en correlación con las curvas de calibración determinadas 
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utilizando soluciones con concentraciones de oro conocidas (0.1 a 10 ppb). El límite 

de detección del equipo es de 0.01 ppb. 

Para el estudio farmacocinético la cantidad de oro fue determinada mediante 

activación neutrónica en la Comisión Chilena de Energía Nuclear (CCHEN), 

procedimiento que ha sido utilizado por nuestro laboratorio anteriormente [2]. 

Brevemente, las muestras fueron selladas mediante soldadura por fricción y 

expuestas durante 17 h en un reactor RECH-1 a un flujo de neutrones de 0.25 – 1.3 

x 1013 n/cm2s con una potencia de 5 mW para desencadenar la conversión de 197Au 

a 198Au. Luego de 7-12 días de decaimiento, los rayos γ emitidos por cada muestra 

fueron medidos utilizando un detector de germanio acoplado a un espectrómetro de 

rayos γ multicanal. Los espectros fueron analizados mediante el software SAMPO90 

Canberra. Los estándares de oro fueron analizados junto con las muestras 

experimentales para estandarizar la librería de datos de oro a partir de la cual se 

calculó la cantidad de oro en las muestras desconocidas.  

 

v) Biodistribución de NEO-D1 en cerebro 

Para determinar la distribución de NEO-D1 en cerebro, 4 animales fueron divididos 

de manera aleatoria en 2 grupos de 2 ratas cada uno. Un grupo fue administrado 

intranasalmente, mientras que el otro recibió una inyección de un bolo IV. Se 

aplicaron los mismos procesos de sedación, administración y anestesia descritos 

previamente en este experimento. Después de la perfusión transcardial de PBS, el 

cerebro y bulbo olfatorio fueron fijados con una solución de formaldehido al 4%. Los 

órganos fueron removidos en incubados una noche a 4°C en solución formaldehido 
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al 4%. Luego, estos fueron lavados y puestos en una solución de sucrosa al 30% 

en PBS hasta que los tejidos se hundieron. Los cerebros y bulbos olfatorios fueron 

embebidos en OCT y seccionados (plano coronario) con un grosor de 4 µm 

utilizando un criostato LEICA CM 1950. La localización y distribución de NEO-D1 en 

los tejidos fue determinado mediante el kit GoldEnhanceTM para microscopía 

óptica, siguiendo los protocolos descritos en literatura y por el fabricante [4, 5]. A 

través de microscopía óptica, las NEO-D1 fueron identificadas como pigmentos 

negros granulares, los cuales no fueron encontrados en los tejidos control (sin 

tratamiento con NEO-D1). Cada grupo de gránulos fue asignado a una específica 

localización en cerebro utilizando el atlas de rata Waxholm como referencia [6-8]. 

Más de cuatrocientos grupos de gránulos fueron encontrados para cada ruta de 

administración. El porcentaje de localización fue calculado usando el número total 

gránulos por ruta de administración como el 100%. 
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Capítulo 3: Síntesis, Purificación, y Funcionalización de 

Nanoprismas de Oro 
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La síntesis de NPrO se basó en el protocolo descrito previamente por Pelaz y 

colaboradores [1], en el que una solución acuosa de HAuCl4 se mezcla con una 

solución fresca de Na2S2O3, se deja reaccionar durante 9 minutos, y se vuelve a 

agregar Na2S2O3. El volumen de esta segunda adición puede variar, lo que permite 

obtener un rango de plasmón entre 750 a 1075 nm. La primera adición de Na2S2O3 

formará las “semillas”, las cuales crecerán asimétricamente con la segunda adición 

para formar los nanoprismas. Tomando en consideración estos antecedentes, se 

evaluaron los parámetros críticos para la obtención de una síntesis estable y 

reproducible de NPrO en nuestro laboratorio. 

 

3.1 Concentración de solución áurica 

Utilizando una concentración fija de Na2S2O3 0.5 mM, se evaluó la cinética de 

crecimiento de las semillas utilizando distintas concentraciones de oro. El 

seguimiento se realizó mediante espectrofotometría Vis-NIR utilizando 

concentraciones de 2 y 2.5 mM de HAuCl4 (Fig. 3.1).  

Bajo las mismas condiciones, se pudo observar que, al utilizar una concentración 

menor de oro, la localización del plasmón en la región NIR es a menores longitudes 

de onda comparado con la reacción a 2.5 mM de oro. Además, los valores de 

absorbancia de las bandas plasmónicas en Vis son mayores para 2 mM de oro. 

Ambas características se pueden explicar debido a que, al mantener constante la 

concentración del agente reductor, la cinética de reducción y formación de 

nanopartículas a menores concentraciones de oro ocurre de manera más rápida. 

Dicho fenómeno favorece, por un lado, la formación de esferas (mayor absorbancia 
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en Vis), y por otro la aparición de NPrO de menor tamaño (menores longitudes de 

onda en la region NIR). Debido a que las nanopartículas formadas en este paso son 

las semillas precursoras para la formación de NPrO, mientras más desplazada se 

encuentre la banda hacia el infrarrojo, de mayor tamaño serán las semillas y, por 

consiguiente, mayor será el tamaño de los prismas finales. De acuerdo con los 

resultados obtenidos por Pelaz y colaboradores [1], NPrO con un plasmón superior 

a los 1100 nm, tienen un tamaño de 165 nm en promedio. Sin embargo, en esta 

tesis se busca obtener NPrO con un tamaño menor a los 100 nm, por lo que se 

continuó trabajando con una concentración de oro de 2 mM. 

 

 

Fig. 3.1. Efecto de la concentración áurica. Espectro de absorbancia Vis-NIR utilizando 2 y 2.5 mM 
de HAuCl4 reducido con 0.5 mM de tiosulfato (A y B, respectivamente). El crecimiento de las semillas 
fue evaluado en el tiempo (0-90 min) a 20°C.  

 

3.2 Concentración de la solución reductora 

La segunda prueba para reproducir la síntesis fue evaluar diferentes 

concentraciones de tiosulfato de sodio como agente reductor, para lo cual se 
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utilizaron cuatro concentraciones de Na2S2O3: 0.25; 0.5; 0.625; y 1.0 mM.  Dejando 

constante la concentración de la solución de oro (2 mM), se obtuvieron las cinéticas 

de crecimiento de las semillas para diferentes concentraciones de Na2S2O3 (Fig. 

3.2).  

 

 
Fig. 3.2. Efecto concentración solución reductora. Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCl4 (2 
mM) reducido con A) 0.25, B) 0.5, C) 0.625, y D) 1.0 mM de tiosulfato. El crecimiento de las semillas 
fue evaluado en el tiempo (0-80 min) a 20°C. Previo a la adición de tiosulfato, se determinó el 
espectro de absorbancia de la solución de oro (0’ min). 

 

Los resultados muestran que a medida que aumenta la concentración del agente 

reductor el plasmón en la región NIR se localiza a menores longitudes de onda, lo 

que se relaciona con que las semillas NPrO formadas son más pequeñas. Como se 
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mencionó anteriormente, debido a que en este punto se están formando las 

semillas, no se desea tener nanopartículas grandes, ya que éstas crecerán con la 

segunda adición de tiosulfato. Por lo tanto, solo las concentraciones de 0.5, 0.625, 

y 1 mM parecen ser las más adecuadas. Sin embargo, también es importante 

considerar la proporción que se obtiene entre esferas y nanoprismas en este punto, 

lo cual puede ser estimado mediante el valor obtenido a partir de la razón entre el 

valor de absorbancia para el plasmón en NIR y el plasmón a 530 nm, desde ahora, 

razón NIR/Vis. Entre mayor sea el valor numérico obtenido para la razón NIR/Vis, 

mayor es la cantidad de prismas en relación con la cantidad de esferas. De esta 

manera, se descartó la concentración 1 mM ya que posee una razón NIR/Vis 

cercana a 1, mientras que las concentraciones de 0.5 y 0.625 mM tienen razones 

de 1.4 y 1.2, respectivamente. 

Finalmente, entre 0.5 y 0.625 mM, se escogió continuar trabajando con la segunda 

concentración, que a pesar de tener una proporción NIR/Vis levemente menor que 

0.5 mM, la banda plasmónica en NIR se encuentra a menores longitudes de onda.  

 

3.3 Segunda adición de Na2S2O3 y formación de NPrO 

En la Fig. 3.2C se puede observar que entre los 5 y 15 minutos después de la 

primera adición de Na2S2O3 se encuentra el intervalo propicio para la segunda 

adición de tiosulfato (9 minutos en el protocolo de Pelaz y colaboradores [1]), el cual 

permite el crecimiento de las semillas para la obtención de los NPrO. Por esta razón, 

se evaluó la segunda adición a 8, 9, 10, y 15 minutos (Fig. 3.3).  
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Fig. 3.3. Intervalo temporal entre adiciones de Na2S2O3. Espectro de absorbancia Vis-NIR de HAuCl4 
2 mM reducido con tiosulfato de sodio 0.625 mM. La segunda adición se realizó a los 8 (A), 9 (B), 10 
(C), y 15 (D) minutos después de la primera adición. 

 

Entre todos los tiempos evaluados, la muestra a los 15 minutos se descartó debido 

a que su banda en la región NIR se encontraba sobre los 1000 nm (Fig. 3.3D). 

Posteriormente, se tomaron imágenes TEM para identificar el tamaño real de los 

nanoprismas, y la presencia de nanoesferas, para las muestras en las que la 

segunda adición se llevó a cabo a los 8, 9, y 10 minutos (Fig. 3.4). En todas las 

muestras se observa la presencia de nanoesferas de alrededor de 24 nm de 

diámetro y NPrO pequeños de 40 nm de largo aproximadamente, que 

corresponderían a las semillas. 
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Fig. 3.4. Imágenes TEM de NPrO sintetizados a distintos tiempos. Las figuras A, B, y C son imágenes 
TEM representativas de las síntesis con una segunda adición a los 8, 9, y 10 minutos después de la 
primera adición, respectivamente. 

 

El tamaño de los nanoprismas obtenidos a 8, 9, y 10 minutos corresponde en 

promedio a 90, 80, y 100 nm, respectivamente. Además, en las imágenes se 

observa que existe una mayor presencia de nanoesferas a los 10 minutos (Fig. 

3.4C), en relación con las imágenes obtenidas para las muestras a 8 y 9 minutos 

(Fig. 3.4A y B). Lo anterior se puede correlacionar con las razones NIR/Vis 

obtenidas para las síntesis a 8, 9, y 10 minutos, las cuales fueron de 1.4, 1.3, y 1.2, 

respectivamente. Tomando en consideración el plasmón en NIR, tamaño de los 

NPrO, y el valor numérico para la razón NIR/Vis obtenido para cada muestra, se 

seleccionó el tiempo de 9 minutos como el apropiado para la segunda adición de 

Na2S2O3 en la síntesis de NPrO. 

 

3.4 Volumen de la segunda adición 

En los resultados obtenidos en la sección anterior, se utilizó una razón en volumen 

de 1.0/1.2/0.2 para las soluciones de HAuCl4, Na2S2O3 (1ra adición), y Na2S2O3 (2da 
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adición), respectivamente. Con el fin de evaluar si existe influencia en el volumen 

utilizado en la segunda adición de tiosulfato, se utilizó el doble (1.0/1.2/0.4) y la 

mitad (1.0/1.2/0.1) de volumen a lo utilizado anteriormente, lo cual fue caracterizado 

mediante espectrofotometría Vis-NIR (Fig. 3.5).  

 

 

Fig. 3.5. Efecto del volumen de la segunda adición de tiosulfato. Espectros Vis-NIR de NPrO 
sintetizados con diferentes volúmenes de tiosulfato en la segunda adición, con una razón de volumen 
de 1.0/1.2/0.4 (A), y 1.0/1.2/0.1 (B) para las soluciones de HAuCl4, Na2S2O3 (1ra adición), y Na2S2O3 
(2da adición), respectivamente. 

 

Cuando se utilizó la relación 1.0/1.2/0.4, la banda plasmónica en NIR mostró un 

máximo de absorbancia a 821 nm y una razón NIR/Vis de 1.2 (Fig. 3.5A), ambos 

valores menores a lo obtenido en la Fig. 3.3B (840 nm, razón NIR/Vis 1.3). Por otro 

lado, la relación 1.0/1.2/0.1 muestra un máximo de absorbancia en NIR a 919 nm, 

con una razón NIR/Vis de 1.3 (Fig. 3.5B). A pesar de que en este caso se obtiene 

una razón NIR/Vis de igual valor a la obtenida anteriormente (Fig. 3.3B), el valor del 

plasmón sobre los 900 nm da cuenta de la obtención de NPrO sobre los 100 nm de 

largo. Ambos resultados son coherentes con lo esperado, ya que al agregar una 

mayor cantidad de tiosulfato se espera que exista una mayor y más rápida 
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reducción, lo que lleva a la formación de prismas más pequeños y mayor cantidad 

de esferas, mientras que, al agregar menos tiosulfato, se obtiene una población de 

prismas de mayor tamaño. 

Considerando todos los resultados obtenidos, se fijaron los siguientes parámetros 

para la síntesis de los NPrO: 

- Solución HAuCl4 2 mM y Na2S2O3 0.625 mM 

- Relación de volúmenes de 1.0:1.2:0.2  

- Tiempo de 9 minutos entre primera y segunda adición 

 

La Fig. 3.6 muestra el espectro de absorbancia, imágenes TEM y tomografía de los 

NPrO obtenidos mediante las consideraciones mencionadas anteriormente para su 

síntesis. Además, en la Tabla 3.1 se resumen los valores obtenidos para los 

plasmones superficiales, razón NIR/Vis, diámetro hidrodinámico, y potencial zeta 

para NPrO y sus posteriores funcionalizaciones. En el espectro se observa la 

presencia de dos bandas plasmónicas a 838 nm y 530 nm, cuya razón NIR/Vis es 

de 1.3 (Fig. 3.6A), mientras que el diámetro hidrodinámico y carga superficial tienen 

un valor de 48 ± 1 nm y -55 ± 3 mV, respectivamente (Tabla 3.1). 

La imagen TEM de los NPrO (Fig. 3.6B) muestra la obtención de los nanoprismas 

de oro junto a la presencia de esferas, las cuales fueron eliminadas posteriormente 

a través de un proceso de purificación desarrollado en esta tesis (sección 3.6). El 

análisis de la distribución de tamaños tanto de prismas como de esferas 

(histogramas Fig. 3.6B) muestra que los promedios de tamaño corresponden a 50 
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± 24 y 24 ± 6 nm, respectivamente (Fig. 3.6D). Finalmente, mediante tomografía se 

pudo obtener imágenes donde los NPrO aparecen verticales, pudiéndose 

determinar el grosor de las nanopartículas con un valor de 11 ± 1 nm (Fig. 3.6C). 

 

 

Fig. 3.6. Síntesis NPrO. A) Izquierda: Espectro de absorbancia de NPrO, con dos plasmones 
característicos en 838 y 530 nm (NIR/Vis = 1.3). Derecha: Solución de oro inicial (izq.) y NPrO (der.). 
B) Imagen TEM de NPrO, con escala de 500 nm, y los correspondientes histogramas de distribución 
de tamaño de prismas y esferas producidas en la síntesis. C) Imágenes de tomografía obtenidas 
mediante TEM donde se observa el ancho de los prismas (indicado por flechas), cuyo valor es de 11 
± 1 nm. D) Tabla con los valores del largo (prismas) y diámetro (esferas) de las nanopartículas 
obtenidas en la síntesis.   

 

Tabla 3.1. Resumen cambios fisicoquímicos NPrO. Cambios en el diámetro hidrodinámico y en los 
valores de potencial zeta durante las distintas etapas de conjugación, desde la síntesis de NPrO a 
la obtención de NPrO-D1.    
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3.5 Primera funcionalización con HS-PEG 

Una vez sintetizados los NPrO, se procedió a funcionalizarlos con PEG, el cual por 

un extremo posee un grupo tiol que permite la quemisorción en la superficie de oro 

(enlace Au-S), mientras que el grupo carboxílico permite su posterior modificación 

para incorporar el péptido D1. Para lo anterior, a una solución de NPrO pH = 7 y 1 

de absorbancia (en NIR) se agregó 0.1 mg de PEG, y se dejó bajo agitación durante 

3 horas. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra fue centrifugada a 5,900 g 

para eliminar el exceso de PEG. La muestra NPrO-PEG fue resuspendida en agua 

Milli-Q y se midió su espectro de absorbancia (Fig. 3.7A). Se observa un leve 

desplazamiento de la banda plasmónica en NIR desde los 838 a los 846 nm entre 

NPrO y NPrO-PEG, lo cual es un fenómeno común al funcionalizar nanopartículas 

de oro, ya que al modificar las superficies de estas ocurre un cambio en el índice de 

refracción que provoca un desplazamiento de la banda plasmónica a mayores 

longitudes de onda. En ambas muestras el valor de NIR/Vis se mantiene en 1.3, 

mientras que un aumento en 16 nm en el diámetro hidrodinámico y de 8 mV en el 

potencia zeta es observado en NPrO-PEG en relación con NPrO (Tabla 3.1). En su 

conjunto, estos cambios en los parámetros fisicoquímicos analizados dan cuenta de 

la funcionalización de la superficie de NPrO con moléculas de PEG. 
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Fig. 3.7. Caracterización NPrO a NPrO-D1. A) Espectros de absorbancia normalizados de NPrO, 
NPrO-PEG, NPrO-PEGx2, y NPrO-D1 en el que se observa el desplazamiento del plasmón en NIR 
y el cambio en la razón NIR/Vis. B) Tabla con los valores de largo de arista promedio obtenidos 
mediante TEM de los NPrO en distintas etapas de funcionalización. Imágenes TEM de NPrO (C), 
NPrO-PEGx2 (D), y NPrO-D1 (E), con sus respectivos histogramas correspondientes al largo de 
arista de los nanoprismas. 

 

3.6 Purificación NPrO-PEG 

Una vez obtenida la muestra NPrO-PEG, o “P1” (pella 1), esta se sometió a un 

proceso de purificación mediante centrifugaciones con el fin de eliminar el exceso 

de esferas en relación con el número de prismas. La purificación consta de 6 

centrifugaciones desde que se obtiene P1, siempre eliminando el sobrenadante y 

conservando la pella, hasta llegar a la muestra final denominada P7. Es importante 

mencionar que para llevar a cabo este proceso los NPrO deben estar 
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funcionalizados previamente con PEG ya que, al centrifugar sistemáticamente 

nanopartículas desnudas, estas se comienzan a agregar a partir de la segunda 

centrifugación. Además, la cantidad de PEG añadido en la primera funcionalización 

es un paso crítico para realizar el proceso de purificación debido a que, si se agrega 

una mayor cantidad de PEG, se obtienen razones NIR/Vis menores en P7. La 

posible explicación de este fenómeno es que al agregar mayor PEG se produce una 

mayor funcionalización de prismas y de esferas, lo que ocasionaría una mayor 

interacción entre las cadenas de PEG de ambas nanopartículas, no pudiendo 

separarse a través de la centrifugación.  

El seguimiento del proceso de purificación se llevó a cabo mediante 

espectrofotometría Vis-NIR con el fin de determinar el desplazamiento de las 

bandas plasmónicas, así como también los cambios en los valores de NIR/Vis. En 

la Fig. 3.8 y Tabla 3.2 se puede observar la caracterización fisicoquímica del 

proceso de purificación. 

La caracterización mediante espectrofotometría da cuenta de un aumento en el 

valor de la razón NIR/Vis en cada paso de la purificación desde P1 a P7, partiendo 

con un valor de 1.3 para llegar a un valor final de 2.9 (Fig. 3.8H y Tabla 3.2). 

Además, se puede observar un desplazamiento de la banda plasmónica en NIR a 

mayores longitudes de onda, partiendo en 846 nm y terminando en 910 nm. El 

desplazamiento de las bandas plasmónicas obedece a que el proceso de 

purificación va eliminando sistemáticamente las nanopartículas más pequeñas, las 

cuales incluyen principalmente nanoesferas, pero también nanoprismas más 
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pequeños, por lo que en P7 se encuentra una muestra con mayor proporción de 

NPrO y de mayor tamaño.  

 

 

Fig. 3.8. Espectros Vis-NIR del proceso de purificación de NPrO-PEG. Se puede observar los 
espectros de la pella y sobrenadante desde la obtención de P1 hasta P7 (A-G). H) gráfico muestra 
todos los espectros de las pellas obtenidas normalizadas a 1 de absorbancia. I) Fotografía 
representativa de una solución P1 (izq.) y P7 (der.) con un mismo valor de absorbancia en NIR. 

 

Lo anterior se confirma a través del aumento en 20 nm en el diámetro hidrodinámico 

desde P1 a P7 (Tabla 3.1). Además, la disminución del valor absoluto del potencial 

zeta a partir de NPrO hasta la obtención de NPrO-PEG P7 (-55 a -34 mV) da cuenta 

de que la eliminación del exceso de tiosulfato como estabilizante al funcionalizar 
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con PEG, así como también la remoción de gran cantidad de esferas en el proceso 

de purificación, vuelven menos negativo el valor de potencial zeta. 

 

Tabla 3.2. Caracterización mediante espectrofotometría Vis-NIR. Resumen de los máximos de 
absorbancia en NIR y Vis desde la síntesis, durante el proceso de purificación, hasta la incorporación 
del péptido D1. Además, se incluye la razón NIR/Vis para cada etapa. 

 

 

Finalmente, con el fin de comprobar el éxito en el proceso de purificación, se 

tomaron imágenes TEM (Fig. 3.7C y D). El análisis de las imágenes da cuenta de 

un desplazamiento del histograma y promedio de tamaño a mayores longitudes a 

medida que las muestras son purificadas. Además, el cálculo de la proporción entre 

los prismas y esferas presentes en cada muestra corrobora la disminución de 

esferas (Tabla 3.3), lo que se condice con los cambios en los valores de NIR/Vis 

analizados anteriormente. Mientras los NPrO presentan una razón NIR/Vis de 1.3 y 

una proporción de NPrO/NEO de 0.5, a medida que estos son purificados (NIR/Vis: 

2.9) las proporciones de NPrO/NEO aumentan a 3.8. Esta relación que se establece 

resulta interesante, ya que confirma que la razón entre las absorbancias del 
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plasmón en NIR y Vis son una forma de determinar el grado de purificación de la 

muestra. 

 

Tabla 3.3. Proporción del número de prismas y esferas. Relación entre el valor de la razón NIR/Vis, 
obtenida mediante espectrofotometría, con el valor de la razón entre el número de prismas y esferas 
(Prismas/Esferas), determinado mediante TEM, para NPrO en distintas etapas de funcionalización.  

 

 

Además, desde el punto visual, se puede observar un cambio en el color de la 

solución de NPrO a P7, desde un intenso color púrpura, principalmente debido a la 

presencia de esferas, a una coloración gris-verdosa (Fig. 3.8I). Finalmente, es 

importante mencionar que el rendimiento en el proceso de purificación es alrededor 

del 5%; A partir de 20 mL de NPrO-PEG P1, 1 de absorbancia, se obtiene 1 mL de 

NPrO-PEG P7, 1 de absorbancia.  

 

3.7 Segunda funcionalización con PEG y adición del péptido D1 

La muestra purificada P7 fue sometida a un nuevo proceso de funcionalización con 

PEG con el fin de aumentar la cantidad de moléculas sobre la superficie de los 

NPrO, con el fin de mejorar la estabilidad coloidal del sistema y, además, tener una 

mayor disponibilidad de grupos carboxílicos sobre la superficie para su posterior 

modificación con el péptido D1. Para ello se agregaron 0.2 mg de PEG a 5 mL de 
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una solución P7 (1 de absorbancia, pH = 12) y se dejó bajo agitación toda la noche. 

Al otro día, la solución se centrifugó y se resuspendió en agua para obtener NPrO-

PEGx2. En el espectro de absorbancia de la muestra se observa un desplazamiento 

de la banda plasmónica en NIR de 910 nm a 915 nm, manteniéndose el valor de la 

razón NIR/Vis en 2.9 (Fig. 3.7A y Tabla 3.2). Se observa un aumento en el diámetro 

hidrodinámico (81 a 92 nm), mientras que en el caso del potencial zeta se evidencia 

un aumento considerable en el valor absoluto, llegando a un valor de -41 mV (Tabla 

3.1). La adición de moléculas de PEG que poseen un grupo carboxílico en uno de 

sus extremos aumenta la densidad de cargas negativas en la superficie de la 

nanopartícula, lo que lleva a que se vuelva más negativa. 

Posteriormente, mediante la reacción EDC/NHS, se activaron los grupos 

carboxílicos de la muestra NPrO-PEGx2 para formar un enlace amida con el grupo 

amino del péptido D1. Para lograr esto, la muestra se concentró previamente 

mediante centrifugación y se activó en agua Milli-Q durante 15 minutos. Los NPrO-

PEGx2 activados se centrifugaron para eliminar el exceso de EDC/NHS y se 

resuspendieron en una solución con el péptido D1 en PBS. La muestra se incubó 

durante toda la noche para obtener NPrO-D1. La caracterización muestra un 

aumento en el diámetro hidrodinámico a 108 nm, mientras la carga superficial se 

vuelve más positiva, llegando a un valor de -25 mV (Tabla 3.1). La formación de un 

enlace amida, que bloquea la carga negativa aportada por el -COOH del PEG, así 

como también la incorporación de grupos aminos que se encuentran en el péptido 

llevan a una disminución en el valor absoluto del potencial zeta. La caracterización 

mediante espectrofotometría Vis-NIR da cuenta de un desplazamiento de la banda 
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plasmónica en NIR (920 nm) y una leve disminución en la razón NIR/Vis de 2.9 a 

2.7 (Fig. 3.7A y Tabla 3.2). Lo último se puede explicar debido a que al momento de 

realizar las centrifugaciones para eliminar el exceso de D1, parte de la muestra se 

queda adherida a las paredes del tubo al ser resuspendida la pella. Es más, a pesar 

de usar tubos especiales que disminuyen la interacción de péptidos y proteínas con 

la superficie del tubo (Eppendorf ® Protein LoBind Tubes) y someter a reiteradas 

sonicaciones la muestra, siempre existe una parte de ella que se pierde.  

Además, mediante TEM se obtuvo la distribución y promedio de tamaño de NPrO-

D1 (Fig. 3.7B y E). Los resultados muestran que el tamaño promedio de las NPrO-

D1 se mantiene prácticamente inalterado (78 nm). Además, se observa que el valor 

de la proporción entre prismas y esferas disminuye a 2.3 (Tabla 3.3), lo cual se 

condice con la disminución en la razón NIR/Vis a 2.7 mencionada anteriormente. 

Finalmente, a través de tinción con ácido fosfotúngstico 1% se trató de observar la 

presencia del halo de materia orgánica (PEG y D1) sobre la superficie del 

nanosistema (Fig. 3.9). A pesar de que se ve un leve borde alrededor de los NPrO-

D1 a través de la tinción con ácido fosfotúngstico 1%, las imágenes no son 

concluyentes para confirmar la presencia de un halo de materia orgánica alrededor 

de las nanopartículas debido a que en el background de cada imagen se observan 

patrones azarosos productos de la tinción (Fig. 3.9B y C).  

Con el fin de corroborar la correcta funcionalización NPrO-D1, se realizó un análisis 

de aminoácidos para determinar el número de moléculas de péptido D1 por 

nanopartícula (Sección 5.2, Capítulo 5). 
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Fig. 3.9. Imágenes TEM de NPrO-D1. Se prepararon muestras de NPrO-D1 sin (A) y con tinción (B 
y C) de ácido fosfotúngstico al 1%, para determinar la presencia de halo de materia orgánica sobre 
la superficie del prisma. 

 

3.8 Recubrimiento con polímeros 

Una vez obtenido y caracterizado el nanosistema NPrO-D1, se procedió a recubrirlo 

con polímeros a través del método layer-by-layer. Para ello se utilizó como policatión 

la PEI, y como polianión el PSS. Debido a que el valor de potencial zeta de NPrO-

D1 fue de -25 mV (Tabla 3.1), se recubrió primero con PEI. Una solución de NPrO-

D1 se agregó gota a gota sobre una solución de PEI y se dejó bajo agitación suave 

durante 1 hora. Posteriormente se centrifugó para eliminar el exceso de polímero y 

se resuspendió en agua Milli-Q. Posteriormente, la solución NPrO-D1-PEI se añadió 

gota a gota a una solución de PSS, y se siguió el mismo protocolo utilizado con PEI.  

En la Tabla 3.4 se puede observar la caracterización de las muestras NPrO-D1-PEI 

y NPrO-D1-PSS. Los espectros Vis-NIR muestran un desplazamiento de la banda 

plasmónica de NPrO-D1 (920 nm) hacia mayores longitudes de onda al incorporar 

los polímeros PEI (946 nm) y PSS (964 nm), y un leve desplazamiento de la banda 

plasmónica en Vis a 532 nm.  
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Tabla 3.4. Caracterización NPrO-D1 recubiertos con los polímeros PEI y PSS. Determinación de las 
bandas plasmónicas, diámetros hidrodinámicos, y potenciales zeta al adicionar polímeros. NPrO-D1-
PSS 1, 2, y 3 hace referencia al número de centrifugaciones posteriores a la incorporación del 
polímero PSS sobre NPrO-D1-PEI.  

 

 

En relación con el diámetro hidrodinámico, este aumenta al incorporarse PEI, 

llegando a un valor de 125 nm. Sin embargo, cuando se incorpora el segundo 

polímero, se observa una disminución de 20 nm en este parámetro. Una posible 

explicación para esto es que, ya que el nanosistema se encuentra previamente 

funcionalizado con moléculas de cadena flexible como PEG y D1, los posibles 

cambios espaciales que adopten al incorporar los polímeros pueden provocar una 

disminución en el diámetro hidrodinámico, siendo esta la conformación más estable 

para el nanosistema bajo las condiciones estudiadas. Respecto a la carga 

superficial, la incorporación de PEI y PSS provocan grandes cambios en el potencial 

zeta, observándose un cambio de -25 a 17 mV al incorporar la PEI (policatión), y 

una vuelta a un valor negativo de -37 mV, al recubrir con el polianión PSS.  

Por otro lado, en la región UV del espectro se observa la aparición de una banda a 

260 y 225 nm, las cuales son atribuibles a presencia de PEI y PSS, respectivamente 

(Fig. 3.10B). Sin embargo, una fuerte disminución en la razón NIR/Vis fue 

evidenciada al agregar los polímeros, específicamente la PEI. Lo anterior se explica 

debido a que posterior al proceso de centrifugación para remover el exceso de PEI, 
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gran cantidad de los NPrO-D1-PEI se pierden al adherirse a las paredes del tubo de 

centrifugación, obteniendo soluciones con una menor razón NIR/Vis al resuspender 

el nanosistema.   

 

 

Fig. 3.10. Espectros de absorción de NPrO-D1-PEI y NPrO-D1-PSS. A) Espectros de NPrO-D1 al 
ser recubiertos con solo PEI y PEI/PSS. B) Espectros en la región UV (200-400 nm) donde se 
observa la presencia de un máximo de absorbancia a 260 nm (PEI) y otro a 225 nm (PSS). C) 
Evaluación de la presencia de los máximos de absorbancia de los polímeros luego de centrifugar 1, 
2, o 3 veces la muestra NPrO-D1-PSS (Centx1, Centx2, y Centx3, respectivamente).   

 

Posteriormente se determinó hasta qué punto el nanosistema mantenía el 

recubrimiento con PSS al realizar centrifugaciones consecutivas en el sistema 

NPrO-D1-PSS (Fig. 3.10C y Tabla 3.4). Los resultados muestran que a partir de la 

tercera centrifugación los parámetros evaluados se vuelven similares a los 

registrados para el sistema NPrO-D1. Un plasmón a 920 nm (NPrO-D1: 920 nm), 

diámetro hidrodinámico de 101 nm (NPrO-D1: 108 nm) y potencial zeta de -31 mV 

(NPrO-D1: -25 mV), sumado a una gran disminución de la banda perteneciente a 

PSS en la región UV. Debido a lo anterior, una vez obtenido el sistema NPrO-D1-

PSS este no fue centrifugado más de dos veces previo a su utilización con el fin de 

asegurar la presencia del polímero.  
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Finalmente, las muestras NPrO-D1-PEI y NPrO-D1-PSS fueron caracterizadas 

mediante microscopía electrónica TEM y teñidas con ácido fosfotúngstico al 1% 

para visualizar la materia orgánica presente sobre la superficie de los nanoprismas 

(Fig. 3.11).  

 

 

Fig. 3.11. Imágenes TEM de NPrO-D1-PEI y NPrO-D1-PSS. Las muestras fueron teñidas 
previamente con ácido fosfotúngstico al 1%. Las imágenes A y B corresponden a NPrO-D1-PEI, 
mientras que las imágenes C y D a NPrO-D1-PSS.   

 

Sin embargo, al igual que en el caso de NPrO-D1, ni en las imágenes con solo PEI 

(Fig. 3.11A y B) o con ambos polímeros (Fig. 3.11C y D), se puede observar la 

presencia de un halo de materia orgánica. Lo anterior se podría explicar debido a 
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que la disposición de los polímeros sobre la superficie de oro sería solo sobre las 

caras triangulares, y no sobre los bordes rectangulares del prisma. Debido a que a 

través de la imagen TEM solo se pueden observar los prismas sobre sus caras 

triangulares, el halo no sería observado. Además, al comparar las imágenes 

obtenidas para NPrO-D1-PEI y NPrO-D1-PSS, se observa que en el segundo caso 

existe una mayor presencia de esferas en relación con el número de prismas, lo 

cual concuerda con la disminución en la razón NIR/Vis de 2.1 (PEI) a 1.9 (PSS) 

entre un recubrimiento y otro. 

  

Conclusiones 

• Se logró desarrollar un protocolo de síntesis de NPrO reproducible y estable 

que permitió la obtención de nanopartículas con las características 

fisicoquímicas deseadas.  

• El protocolo de purificación permitió la eliminación de las nanoesferas 

producidas durante la síntesis, enriqueciendo la cantidad de NPrO en las 

muestras.  

• Se consiguió la correcta funcionalización de PEG y péptido D1, lo que fue 

corroborado a través de los cambios fisicoquímicos observados. 

• Se desarrolló un protocolo para el recubrimiento del nanosistema NPrO-D1 

con el policatión PEI y el polianión PSS a través de la metodología LbL. 
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Capítulo 4: Obtención de Nanoesferas de oro 

funcionalizadas con PEG, péptido D1, y polímeros 
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Con el fin de estudiar si existe una dependencia entre la morfología de la 

nanopartícula y su llegada al cerebro por vía IN, se realizó la síntesis de 

nanopartículas esféricas cuya superficie fuese similar a la de los nanoprismas 

obtenidos. La síntesis se realizó mediante el conocido método de Turkevich [1], el 

cual consiste en la reducción de HAuCl4 con citrato de sodio. 

 

4.1 Síntesis NEO 

Para controlar el diámetro de las nanopartículas, se llevó a ebullición una solución 

de HAuCl4, para luego agregar una alícuota de citrato de sodio. Dependiendo del 

volumen de solución citrato añadido, y del tiempo de reacción, se obtuvieron 

distintos tamaños de nanopartículas (Tabla 4.1).  

 

Tabla 4.1. Condiciones de síntesis NEO. Resumen de los volúmenes y tiempos de reacción utilizado 
para las síntesis de las muestras A, B, C, D y E. 

 

 

En la Fig. 4.1 se pueden observar los espectros de absorción obtenidos para las 

distintas síntesis y una imagen de referencia de las muestras analizadas, mientras 

que en la Fig. 4.2 se pueden ver imágenes TEM de las mismas muestras.  
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Fig. 4.1. Espectros de absorción de NEO obtenidas por el método de Turkevich. A) Espectros 
normalizados de las muestras obtenidas variando el volumen de citrato añadido (1% p/v). B) Imagen 
representativa de las muestras A, B, C, D, y E obtenidas y medidas por espectrofotometría.  

 

Se puede observar que las muestras obtenidas presentaron distintos valores de 

bandas plasmónicas, siendo 570, 532, 528, 524, y 519 nm para las síntesis A, B, C, 

D, y E, respectivamente (Fig. 4.1A). Los resultados dan cuenta de que a medida 

que se utilizan mayores volúmenes de citrato de sodio, se obtienen NEO con una 

banda plasmónica a menores longitudes de onda. Por otro lado, mediante el análisis 

de imágenes TEM obtenidas para cada síntesis, se pudo determinar la distribución 

y promedio de tamaño para cada una de ellas (Fig. 4.2). Los valores obtenidos para 

las síntesis A, B, C, D, y E corresponden a 116, 48, 35, 29, y 16 nm de diámetro, 

respectivamente. Al tomar los valores de las bandas plasmónicas y los tamaños 

obtenidos para cada síntesis, se observa que existe una relación que a medida que 

el valor del plasmón se encuentra a mayores longitudes de onda, mayor es el 

diámetro de las nanopartículas obtenidas. 
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Fig. 4.2. Imágenes TEM de NEO sintetizadas. Imágenes de las síntesis A, B, C, D, y E utilizando 
0.06, 0.1, 0.2, 0.3, y 0.5 mL de citrato de sodio 1% p/v, respectivamente (A-E). En la esquina inferior 
derecha de cada imagen se encuentra el histograma de distribución de tamaño para cada síntesis. 
F) Tabla con los promedios de diámetro para cada una de las síntesis obtenidas.  

 

Debido a que se busca comparar la llegada al cerebro de nanopartículas de 

diferente morfología, pero de superficies similares, se calculó la superficie de los 

NPrO y se comparó con la superficie de cada NEO obtenida (Tabla 4.2).  

 

Tabla 4.2. Superficie nanopartículas. Cálculo del área de nanopartículas (nm2) basándose en sus 
morfologías (prismas y esferas) y dimensiones obtenidas mediante TEM. 
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Entre las distintas síntesis obtenidas, se decidió continuar trabajando con la síntesis 

B (banda plasmónica 532 nm, diámetro 48 nm), ya que su valor de superficie de 

7235 nm2 es el más cercano al calculado para los NPrO (8000 nm2). 

Las caracterizaciones fisicoquímicas de la síntesis B de NEO, así como las 

obtenidas en las posteriores etapas de funcionalización, se encuentran resumidas 

en la Tabla 4.3. Los resultados muestran que las NEO estabilizadas en citrato 

poseen un diámetro hidrodinámico de 65 nm y un potencial zeta de -21 mV. 

 

Tabla 4.3. Caracterización fisicoquímica de NEO, NEO-PEG, y NEO-D1. Los valores de las bandas 
plasmónicas, diámetros hidrodinámicos, y potenciales zeta fueron evaluados para cada 
nanosistema. 

 

 

4.2 Funcionalización con HS-PEG-COOH 

Al igual que en el caso de los prismas, se recubrió la superficie de las NEO con HS-

PEG-COOH. La metodología empleada fue similar. A una solución de NEO (10 mL, 

1 de absorbancia) se le agregó una alícuota con 1.5 mg de PEG. La reacción se 

llevó a cabo durante 1.5 h bajo agitación suave, para luego centrifugar la muestra y 

resuspender la pella en agua Milli-Q (NEO-PEG). En la Fig. 4.3A se puede apreciar 
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el desplazamiento de la banda plasmónica al agregar moléculas de PEG sobre la 

superficie (de 532 a 533 nm).  

 

 

Fig. 4.3. Caracterización los pasos de funcionalización desde NEO a NEO-D1. A) Espectro de 
absorción normalizado de NEO, NEO-PEG, y NEO-D1. B) Tabla con los diámetros promedio de NEO 
a NEO-D1 obtenidos mediante TEM, considerando el halo de materia orgánica (PEG y D1). C), D), 
y E) muestran las imágenes TEM para NEO, NEO-PEG, y NEO-D1, respectivamente. Todas las 
muestras fueron teñidas con ácido fosfotúngstico al 1%. Además, cada imagen cuenta con un 
histograma con la distribución de tamaño para cada etapa de funcionalización.   

 

En relación con el diámetro hidrodinámico, se observa un aumento de 27 nm al 

incorporar el PEG sobre la superficie de las NEO (92 nm), mientras que las 

mediciones de potencial zeta muestran un aumento en el valor absoluto de la carga 

superficial, alcanzando un valor de -34 mV (Tabla 4.3). Debido a que en un 

comienzo la superficie de las NEO se encuentra estabilizada con moléculas de 

citrato, las cuales poseen 3 cargas puntuales negativas, se esperaría que el 

potencial zeta se volviese menos negativo al incorporar moléculas de PEG, ya que 
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estas poseen 1 carga puntual negativa (grupo COOH). Sin embargo, como la 

relación entre el número de moléculas de citrato y PEG es desconocido, un aumento 

en la negatividad del potencial zeta no puede ser descartado. 

Además, se tomaron imágenes TEM de la muestra NEO-PEG, las cuales fueron 

teñidas con ácido fosfotúngstico al 1%, en donde se puede observar la presencia 

del halo perteneciente a la presencia de materia orgánica sobre la superficie de las 

esferas (Fig. 4.3D). Por último, se determinó la distribución de tamaño y diámetro 

promedio para las NEO-PEG considerando el halo. Se obtuvo un valor promedio de 

54 nm, es decir, 7 nm más al compararlo con la NEO desnuda (Fig. 4.3B). Se ha 

descrito que una molécula de PEG con un peso molecular de 5000 Da 

completamente extendida posee una longitud aproximada entre 30 y 40 nm [2, 3]. 

La diferencia aproximada de 20 - 30 nm que se observa entre los 30 - 40 nm de la 

molécula de PEG y el aumento de 7 nm sobre la superficie de las NEO se puede 

explicar debido a la flexibilidad que posee la molécula y que esta no se encuentre 

completamente estirada sobre la superficie de la nanopartícula [4].  

 

4.3 Incorporación del péptido D1 

Mediante la misma estrategia utilizada para los NPrO-PEGx2, se funcionalizó el 

nanosistema NEO-PEG con el péptido D1. Las muestras se concentraron mediante 

centrifugación, se activaron los grupos COOH mediante EDC/NHS, y nuevamente 

se centrifugaron las muestras. A la pella activada se le agregó 0.3 mg de péptido en 

PBS, y se incubó durante toda la noche. En la Fig. 4.3 se puede observar la 

caracterización de NEO-D1 mediante espectrofotometría y TEM. Nuevamente se 
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observa un desplazamiento del máximo de absorbancia desde los 533 a los 534 

nm, así como también la presencia del halo de materia orgánica en TEM. El tamaño 

promedio, considerando el halo, no se vio mayormente alterado respecto a NEO-

PEG luego de incorporar el péptido sobre la superficie. Lo anterior es esperable, ya 

que el péptido D1 está compuesto por 11 aminoácidos, por lo que posee un largo 

de cadena aproximado de 3.8 nm. Por otro lado, en el caso del diámetro 

hidrodinámico, se observó un pequeño aumento de 7 nm entre NEO-PEG y NEO-

D1 (Tabla 4.3). Sin embargo, la modificación de las moléculas de PEG con el 

péptido D1 no produjo grandes cambios en el potencial zeta de NEO-D1 (-34 a -31 

mV), en comparación al cambio observado en los nanoprismas (-41 a -25 mV). Al 

igual que en el caso de NPrO-D1, y con el fin de corroborar la correcta 

funcionalización de NEO-D1, se realizó un análisis de aminoácidos para este 

nanosistema (Sección 5.2, Capítulo 5). 

 

4.4 Adición de los polímeros PEI, CAR, y AAC sobre NEO-D1 

Al igual que la metodología empleada para NPrO-D1, una vez que se obtuvo y 

caracterizó el nanosistema NEO-D1, se procedió a recubrirlo con PEI a través del 

método layer-by-layer. Para ello, se dejó caer gota a gota NEO-D1 sobre una 

solución del policatión PEI bajo agitación suave durante 1 hora. Posteriormente, se 

centrifugó para eliminar el exceso de polímero y se resuspendió en agua Milli-Q. La 

solución NEO-D1-PEI se añadió gota a gota a una solución de polianión, siguiendo 

el mismo protocolo descrito para la incorporación de PEI. En el caso de las NEO se 

utilizaron dos polianiones: CAR y AAC, obteniéndose los sistemas NEO-D1-CAR y 
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NEO-D1-AAC. La razón por la cual se eligió trabajar con estos polímeros en lugar 

del PSS, fue debido a que estos se encuentran aprobados por la Food and Drug 

Administration (FDA) y cumplen con el criterio de ser usado como polianiones. En 

la Tabla 4.4 y Fig. 4.5 se detallan los datos obtenidos de la caracterización 

fisicoquímica de las muestras obtenidas. 

 

Tabla 4.4. Caracterización NEO-D1 recubiertos con polímeros. Se determinó la banda plasmónica, 
diámetro hidrodinámico, y potencial zeta para los nanosistemas recubiertos con PEI, CAR, y AAC.  

 

 

Al igual que en el caso de NPrO-D1, la superficie de NEO-D1 presenta una carga 

negativa, por lo que la incorporación de un policatión como PEI permitirá la 

interacción entre las cargas opuestas de la nanopartícula y el polímero, y por 

consiguiente, el recubrimiento del nanosistema. Los datos muestran un 

desplazamiento de las bandas plasmónicas a medida que el sistema NEO-D1 se 

recubre con los polímeros, desplazándose de 534 a 535 nm al incorporarse la PEI. 

Al añadir CAR o AAC sobre la superficie de NEO-D1-PEI, el máximo de absorbancia 

presenta un corrimiento a 536 nm en el caso del primero, mientras que en el caso 

del segundo se desplazó a 537 nm (Tabla 4.4, Fig. 4.5A). Al igual que en el caso 

del nanosistema NPrO-D1-PEI, en el rango 200-400 nm del espectro de 
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absorbancia de NEO-D1-PEI, se puede observar la presencia de una banda a 260 

nm correspondiente al policatión (Fig. 4.5B).  

 

 

Fig. 4.4. Espectros de absorbancia NEO-D1 recubiertos con PEI, CAR, o AAC. A) Espectros de 
NEO-D1-PEI, NEO-D1-CAR, y NEO-D1-AAC. B) Espectro en la región UV de la muestra NEO-D1-
PEI donde se observa la banda correspondiente a la presencia de PEI.   

 

En relación con los cambios en los valores de potencial zeta, se puede observar 

que la incorporación del policatión PEI sobre NEO-D1, al igual que en el caso de 

NPrO-D1, produce un cambio desde un valor negativo a uno positivo (-31 a 17 mV), 

el cual vuelve a valores negativos al incorporar CAR o AAC (-36 y -32 mV, 

respectivamente).  Por otro lado, el diámetro hidrodinámico presenta una 

disminución al incorporar la PEI en relación con NEO-D1 (121 nm a 83 nm), el cual 

nuevamente vuelve a incrementar tras la incorporación de CAR (97 nm) y AAC (89 

nm). Al igual que la disminución observada para el diámetro hidrodinámico entre 

NPrO-D1-PEI y NPrO-D1-PSS (121 a 105 nm, Sección 3.8, Capítulo 3), se cree que 

la flexibilidad de las cadenas de PEG sobre la superficie, sumado a la interacción 
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con la PEI, genera posiblemente un cambio en el estiramiento en las cadenas de 

PEG, lo que deriva en una reducción del diámetro hidrodinámico. 

 

Conclusiones 

• Se consiguió una síntesis de nanoesferas que permite la obtención de NEO 

cuyo valor de superficie es similar al obtenido para NPrO. 

• Los cambios en los parámetros fisicoquímicos dan cuenta de la correcta 

funcionalización de las NEO con PEG y el péptido D1. 

• Utilizando el mismo protocolo LbL descrito para NPrO, se logró recubrir el 

nanosistema NEO-D1 con el policatión PEI y los polianiones CAR y AAC. 
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Capítulo 5: Caracterización, Estabilidad Coloidal, y 

Viabilidad Celular 
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5.1 Caracterización de las nanopartículas 

5.1.1 Determinación de la concentración 

Con el fin de tener certeza de las concentraciones de nanopartículas utilizadas para 

los experimentos in vitro e in vivo, se determinó el coeficiente de extinción molar de 

los nanosistemas basados en NPrO y NEO asociando el máximo de absorbancia 

de la muestra con la concentración de ésta. En el caso de los NPrO se utilizaron las 

técnicas de absorción atómica y NTA, mientras que, para el caso de las NEO, solo 

se utilizó la última. 

 

i) Absorción atómica 

Muestras NPrO-PEG P4, de volumen y absorbancia conocida, fueron digeridas con 

HNO3 1N y HCl 1N, secadas, y llevadas a un volumen final de 10 mL en agua Milli-

Q. Una vez obtenida la concentración de oro (CAu), se calculó la concentración de 

los NPrO (CNPrO) a través de la siguiente fórmula: 

 

𝐶𝑁𝑃𝑟𝑂 =
𝐶𝐴𝑢

𝜌𝐴𝑢 × 𝑉𝑁𝑃𝑟𝑂
× %𝑁𝑃𝑟𝑂 

 

El volumen de los NPrO (VNPrO) se calculó utilizando los valores de largo y ancho 

(69 y 11 nm, respectivamente) descritos anteriormente en la Sección 3.4 del 

Capítulo 3. Debido a que en la fórmula empleada se utiliza el volumen de la 

nanopartícula, se consideró que todo el oro cuantificado correspondería a NPrO. 
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Mediante el uso de imágenes TEM, y conteo de nanopartículas, se determinó la 

proporción en número de prismas y esferas para las muestras analizadas, así como 

también la relación entre el volumen de un prisma y una esfera a través de las 

dimensiones obtenidas mediante TEM y tomografías. De esta manera, se pudo 

calcular el porcentaje de prismas (%NPrO) en las muestras, en relación con su 

volumen y el de las esferas. En la Tabla 5.1 se resumen las características de las 

muestras analizadas, la concentración de oro encontrada, y sus coeficientes de 

extinción molar aplicando el ajuste en la fórmula explicado anteriormente. A través 

de los datos obtenidos, se determinó que 7.7 ± 0.8 nM-1 cm-1 es el valor promedio 

para el coeficiente de extinción para los NPrO.  

 

Tabla 5.1. Cálculo del coeficiente de extinción (ε) de NPrO-PEG P4. Mediante los datos de CAu 
obtenidos por absorción atómica, y el ajuste a través del porcentaje de prismas presente en cada 
muestra (% NPrO), se calculó la CNPrO (nM) y el valor de ε.   

 

 

ii) NTA 

Se realizó un análisis NTA para determinar el número de nanopartículas por mililitro. 

Con el fin de determinar el coeficiente de extinción molar, se estableció una relación 

lineal entre la concentración de las nanopartículas determinada por Nanosight, y el 

valor de absorbancia de la banda plasmónica en NIR determinado mediante 

espectrofotometría. La determinación se realizó utilizando muestras NPrO-D1 con 
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el protocolo modificado de purificación. Las mediciones fueron realizadas con tres 

láseres de distintas longitudes de onda (405, 488, y 642 nm) con el fin de descartar 

alguna influencia entre el tipo de láser utilizado y el conteo de nanopartículas. Los 

valores obtenidos de concentración, así como también los coeficientes de extinción, 

fueron similares empleando los tres láseres. En la Fig. 5.1A-C se pueden observar 

las 3 rectas obtenidas, mientras que en la Tabla 5.2 se muestran los tres 

coeficientes de extinción para cada láser, y el promedio de estos cuyo valor es 8.6 

± 0.2 nM-1 cm-1.  

 

Tabla 5.2. Coeficiente de extinción (ε) para NPrO-D1 y NEO-D1. Mediante el análisis NTA se 
determinó la concentración de diferentes muestras de NPrO-D1 y NEO-D1, y se correlacionaron con 
sus respectivas absorbancias para calcular ε. Se utilizaron láseres de diferentes longitudes de onda. 

 

 

Además, es importante considerar que en este caso no es necesario realizar un 

ajuste por el número de esferas aún presente en las muestras, debido a que la 

sensibilidad en el equipo no permite determinar la concentración de nanopartículas 

menores a 30 nm de tamaño, y las esferas presentes en las muestras de 

nanoprismas tienen un diámetro de 24 nm. Cabe destacar, que a pesar de las 

limitaciones en el proceso de purificación los datos obtenidos por absorción atómica, 

así como también los ajustes matemáticos que se tuvieron que realizar en la 

fórmula, los valores obtenidos tanto con esta técnica como con NTA son similares 
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Fig. 5.1. Rectas NTA. Determinación coeficiente de extinción a través de la linealidad observada 
entre la absorbancia del plasmón v/s concentración (nM). En el caso de NPrO-D1, se utilizaron 3 
láseres: 405 (A), 488 (B), y 624 nm (C). Al no ver diferencias entre los 3 láseres, se utilizó solo el de 
624 nm para NEO-D1 (D). 

 

Al igual que con NPrO-D1, se realizó el mismo análisis NTA para determinar el 

número de nanopartículas por mililitro para NEO-D1. Debido a que no existió 

dependencia del láser en el caso de los NPrO, para este caso solo se utilizó el láser 

rojo (642 nm) para determinar el coeficiente de extinción molar, obteniéndose una 

curva que relaciona el máximo de absorbancia con la concentración de partículas 

(Fig. 5.1D). A partir de esta recta se pudo determinar que el coeficiente para NEO-

D1 tiene un valor de 10.8 nM-1 cm-1 (Tabla 5.2). Para los posteriores experimentos 
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in vitro e in vivo, las concentraciones de las muestras utilizadas fueron determinadas 

a través de los coeficientes calculados mediante el uso de NTA tanto para NPrO y 

NEO, cuyos valores corresponden a 8.6 nM-1cm-1 y 10.8 nM-1cm-1, respectivamente.    

 

5.1.2 Cuantificación D1 y disposición del péptido sobre la superficie (Raman) 

Con el fin de comprobar la correcta funcionalización de D1 sobre la superficie de 

NPrO y NEO, y evaluar la disposición del péptido sobre éstas, se realizaron los 

ensayos de análisis de aminoácidos y espectroscopia Raman. Para lo primero, se 

determinó y se calculó el número de moléculas de péptido por nanopartícula de oro 

relacionando la concentración de nanopartículas obtenida por NTA y la 

concentración de D1 mediante análisis de aminoácidos. Los resultados obtenidos 

dan cuenta de que existen alrededor de 1300 y 4800 moléculas del péptido D1 por 

NPrO y NEO, respectivamente. Debido a que sus áreas superficiales son similares, 

y dado que el número de moléculas de péptido depende del número de moléculas 

de PEG sobre la superficie, una explicación de este resultado sería que el grado de 

funcionalización de PEG en cada tipo de nanopartículas fue diferente, siendo mayor 

para NEO, resultando en una mayor funcionalización del péptido D1 sobre NEO en 

relación con NPrO. 

Por otro lado, se llevó a cabo un análisis mediante espectrometría Raman para 

determinar la disposición del D1 sobre la superficie de oro en cada nanosistema. Lo 

primero que se realizó fue la obtención del espectro Raman para el péptido D1 (Fig. 

5.2A-i), el cual exhibe señales características en 1440, 1274, 1212, 854, 837, 725, 

643, 598 y 407 cm-1 con una intensidad relativa media-fuerte. La asignación de las 
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bandas propuesta se detalla en la Tabla 5.3 y se basa en datos publicados 

anteriormente [1-7].  

 

Tabla 5.3. Propuesta de asignación de bandas para el análisis espectrometría Raman. De izquierda 
a derecha se muestran las asignaciones para el péptido D1 solo, sobre NEO, y sobre NPrO.  

 

 

De acuerdo con estas publicaciones, el grupo guanidino de la arginina (R) se puede 

observar a 1440 cm-1, mientras que otras bandas del mismo aminoácido se pueden 

observar a 1051, 991 y 924 cm-1, con intensidades variables. Además, se observan 

vibraciones de tirosina (Y) a 1274, 837 y 643 cm-1. En particular, la banda a 837 cm-

1 se observa con una intensidad relativa fuerte, la cual se asigna a la vibración CCN 

de Y. La señal asociada con la serina (S), con una intensidad relativa media, se 

observa a 1212 cm-1. Por otro lado, se observa una vibración de acoplamiento de 

modos idénticos entre tirosina y alanina (A) a 854 cm-1; A también muestra una 

banda débil a 598 cm-1, la que se asigna al grupo de deformación carboxilato. Otras 
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bandas de aminoácidos que pertenecen a la glutamina (Q) y la histidina (H) se 

observan en el perfil Raman de D1. Las bandas características de Q se encuentran 

a 1677 y 1620 cm-1, mientras que la presencia de H se infiere de la apariencia de la 

banda a 725 cm-1. Finalmente, la banda a 407 cm-1 se atribuye a los modos de 

deformación que involucran el resto estructural CN. 

Respecto al espectro Raman de NEO-D1, éste mostró solo unas pocas señales de 

los aminoácidos que constituyen el péptido D1 (Fig. 5.2A-ii). En este sentido, R, Y, 

H, S y A fueron los aminoácidos identificados en el espectro, proporcionando 

información sobre la parte de la secuencia del péptido D1 que interactúa con la 

superficie de oro. Por lo anterior, el análisis muestra que la secuencia qshyrh es la 

fracción representativa de D1 con una orientación que se encuentra más cercana a 

la superficie, en relación con la cola seccional compuesta por la secuencia spaqv 

(Fig. 5.2B, derecha). Además, el desplazamiento de algunas bandas sugiere una 

conformación de D1 sobre la superficie NEO distinta a la hallada en el análisis del 

péptido libre, como en el caso de Q que aparece a 1620 cm-1 en el espectro Raman 

de D1 y a 1604 cm-1 en el perfil Raman de NEO- D1. De manera similar, la banda 

Raman del péptido D1 que corresponde a R, ubicada a 1440 cm-1, experimentó un 

importante desplazamiento hacia 1472 cm-1 en el espectro NEO-D1. Basado en la 

expresión de R y Q, es razonable determinar que la secuencia qshyrh tiene un papel 

importante en la interacción con la superficie NEO.  
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Fig. 5.2. Disposición del péptido D1 sobre la superficie de oro. A) Espectros Raman del péptido D1 
(i), NEO-D1 (ii), y NPrO-D1 (iii). B) Representación esquemática de la disposición de D1 sobre la 
superficie de NPrO-D1 (izquierda) y NEO-D1 (derecha). 

 

Por otro lado, se determinó que el espectro Raman del sistema compuesto por el 

péptido D1 unido a NPrO (Fig. 5.2A-iii) presenta un comportamiento estructural 

contrario al observado en la muestra NEO-D1, en el que los aminoácidos Y, H, R, S 

y A fueron identificados en el perfil. La presencia de las bandas características con 

intensidades relativas particulares de aminoácidos que constituyen la secuencia 

completa de D1 indica que el péptido se encuentra paralelo al plano de la superficie 

de NPrO (Fig. 5.2B, izquierda); sin embargo, la orientación de los grupos funcionales 

de cada aminoácido es perpendicular con respecto a la superficie de acuerdo con 

las reglas de selección de SERS [8]. Como se puede observar en la Fig. 5.2, las 
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bandas en 1442, 840 y 643 cm-1 que se atribuyen a R, Y / A e Y en el perfil Raman 

de D1, respectivamente, aparecen a 1450, 839 y 640 cm-1 en el espectro de NPrO-

D1. Estos ligeros cambios en las señales de R, Y / A e Y indican que la conformación 

adoptada por el péptido D1 funcionalizado sobre NPrO es bastante similar a la 

conformación de D1 sin ninguna superficie nanoestructurada en las proximidades. 

Finalmente, el fondo de fluorescencia observado en todo el perfil Raman del sistema 

NPrO-D1 indica que el péptido D1 se encuentra más próximo a la superficie de oro 

de NPrO respecto a lo que ocurre con la superficie de NEO, lo que resulta en un 

aumento de fluorescencia de H e Y. El fenómeno de fluorescencia se produce 

debido al espacio molecular formado entre la superficie del metal y el analito en 

presencia de un agente de protección, lo cual mejora la señal de emisión formada 

por el efecto plasmónico de la nanopartícula.  

Esta diferencia en la disposición del péptido D1 sobre la superficie de NEO y NPrO 

podría explicar la diferencia en el grado de funcionalización de cada nanosistema 

hallada mediante el análisis de aminoácidos. La disposición paralela al plano 

adoptada por el péptido D1 sobre la superficie NPrO bloquearía los grupos carboxilo 

activos durante el proceso de funcionalización, lo cual evitaría un mayor grado de 

conjugación, y por consiguiente un menor número de moléculas de D1 por 

nanopartícula. Sumado a esto, la disposición y número de moléculas de péptido por 

tipo de nanopartícula podría tener influencia en su comportamiento a nivel biológico. 

La interacción de estos nanosistemas con su blanco terapéutico, el péptido Aβ y sus 

distintas especies agregadas, podría verse afectada si la disposición espacial del 

péptido, o la cantidad de péptido por nanopartícula, no es la indicada para que el 
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nanosistema se una selectivamente a los agregados de proteína y permita su 

desagregación a través del proceso de fototermia. Ensayos in vitro que evalúen la 

interacción de las nanopartículas con agregados Aβ podrían dar indicios de la 

influencia de estos parámetros en el desempeño biológico de los nanosistemas 

desarrollados en esta tesis [9].  

 

5.1.3 Comparación de las características fisicoquímicas de NPrO y NEO 

funcionalizados 

Mediante la caracterización y el seguimiento de los parámetros fisicoquímicos de 

los sistemas desarrollados a partir de NPrO y NEO, se pudo confirmar el éxito en 

los distintos pasos de funcionalización, purificación y/o recubrimiento de las 

nanopartículas estudiadas (Capítulo 3 y 4). Exceptuando las diferencias 

encontradas en el número de moléculas de péptidos por nanopartícula y su 

disposición sobre la superficie descritas en el punto 5.1.2, los nanosistemas finales, 

de áreas superficiales similares (Tabla 4.2, Capítulo 4), presentan valores de 

diámetro hidrodinámico y potencial zeta cercanos durante las distintas etapas de 

funcionalización (Tabla 5.4). 

La comparación entre los parámetros analizados muestra que en la mayoría de las 

etapas de funcionalización las diferencias son mínimas entre prismas y esferas. 

Solo en el caso de las muestras recubiertas con polímeros se pueden observar 

mayores diferencias, principalmente en relación con el diámetro hidrodinámico: 125 

vs 83 nm (PEI) y 105 vs 89 nm (PSS/AAC) para NPrO y NEO, respectivamente.  En 

su conjunto, los resultados muestran que los nanosistemas desarrollados son 
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similares desde sus características fisicoquímicas, lo cual es deseable y relevante 

para los experimentos tanto in vitro como in vivo que compararán si existe alguna 

influencia en la forma de la nanopartícula.  

 

Tabla 5.4. Resumen y comparación de los nanosistemas basados en NPrO y NEO. Valores del 
diámetro hidrodinámico (nm) y potencial zeta (mV) para NPrO y NEO durante sus distintas etapas 
de funcionalización. 

 

* En el caso de NPrO se considera el sistema NPrO-PEGx2. 

** Los nanosistemas comparados son NPrO-D1-PSS con NEO-D1-CAR / NEO-D1-AAC. 

 

5.2 Estabilidad coloidal 

Una vez caracterizados los nanosistemas obtenidos, y previo a la realización de los 

ensayos celulares in vitro, se evaluó la estabilidad coloidal de los nanosistemas 

NEO-D1, NPrO-D1, NPrO-D1-PEI, y NPrO-D1-PSS. Todas las muestras fueron 

almacenadas a 4°C para evaluar sus características fisicoquímicas como plasmón 

superficial, diámetro hidrodinámico, y potencial zeta en un periodo de 28 días (Fig. 

5.3). Los resultados muestran que los sistemas NPrO-D1 y NEO-D1 fueron estables 

durante todo el periodo de estudio. Las muestras NPrO-D1 mostraron una leve 

disminución en la absorbancia del plasmón localizado en NIR entre los días 14 y 28, 
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pero no se registraron cambios en la longitud de banda de este (920 nm). El 

diámetro hidrodinámico y potencial zeta no cambiaron significativamente, con 

valores iniciales de 108 nm y -24 mV, y de 109 nm y -20 mV al día 28. Igualmente, 

las muestras NEO-D1 no mostraron cambios en la longitud de onda y absorbancia 

de la banda plasmónica (534 nm), así como tampoco cambios en el potencial zeta 

(-32 mV). Sin embargo, el diámetro hidrodinámico aumentó levemente de 96 a 103 

nm.  

 

 

Fig. 5.3. Estabilidad de nanosistemas almacenados a 4°C, y disueltos en agua Milli-Q, durante 28 
días. Se evaluó el plasmón superficial de NPrO-D1 (A), NEO-D1 (B), NPrO-D1-PEI (C), y NPrO-D1-
PSS (D), así como también sus respectivos diámetros hidrodinámicos (E) y potenciales zeta (F). 

 

En el caso de las muestras NPrO-D1 recubiertas con polímeros, se observó que al 

estar recubiertos solo con PEI las muestras fueron estables durante la primera 

semana, pero a partir del día 20 se observó una disminución significativa en la 
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absorbancia de la banda plasmónica. Por otro lado, el sistema NPrO-D1 recubierto 

con ambos polímeros mostró una absorbancia estable durante los primeros 20 días, 

disminuyendo considerablemente hacia el día 28. Lo mencionado anteriormente se 

condice con los cambios observados mediante DLS; un aumento en el diámetro 

hidrodinámico en el día 20 para NPrO-D1-PEI, lo cual se evidencia en el día 28 para 

NPrO-D1-PSS, acompañado de cambios en el potencial zeta (Fig. 5.3E y F). 

Los datos obtenidos dan cuenta que, dentro de este periodo, la muestra NPrO-D1-

PEI resultó ser la menos estable. Una considerable disminución en la absorbancia, 

acompañada de un gran aumento del diámetro hidrodinámico dan cuenta de la 

agregación de la muestra. En el caso del sistema NPrO-D1-PSS, este mostró ser 

estable hasta los 28 días, a partir del cual se observa una disminución en la 

absorbancia, aumento en el diámetro hidrodinámico, y disminución en el valor 

absoluto de potencial zeta. Las únicas muestras que resultaron ser estables durante 

los 28 días fueron NPrO-D1 y NEO-D1, las cuales no tuvieron variaciones 

considerables en los valores de los parámetros analizados. A pesar de que las 

cuatro muestras analizadas poseían diámetros hidrodinámicos similares al 

comienzo del estudio, valores de potenciales zeta alejados de la neutralidad, y 

moléculas sobre la superficie que pudiesen mantener una estabilidad estérica, estas 

mostraron no ser igual de estables. Una explicación de esta diferencia podría 

encontrarse en las imágenes TEM de cada uno de los sistemas (Fig. 3.11, Capítulo 

3).  En estas se puede notar que los nanosistemas recubiertos con polímeros 

muestran una mayor interacción, lo cual se ve más acentuado en el sistema NPrO-

D1-PEI (Fig. 3.11A y B, Capítulo 3). Esta favorecida interacción entre los 
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nanoprismas podría ser la principal razón por la cual sistemas con PEI y PSS no 

hayan mostrado la misma estabilidad que el sistema NPrO-D1 o NEO-D1. 

Posterior a los resultados obtenidos, se evaluó la estabilidad de NPrO-D1 y NEO-

D1 dispersados en tres medios: agua Milli-Q, PBS, y medio RPMI a 37°C durante 

un periodo de 24 h (Fig. 5.4).  

 

 

Fig. 5.4. Estabilidad de NPrO-D1 y NEO-D1 a 37°C en distintos medios. Evaluación de las 
propiedades fisicoquímicas en un periodo de 24 h. Espectros de absorbancia, diámetros 
hidrodinámicos, y potencial zeta de NPrO-D1 (A-C) y NEO-D1 (D-F) fueron medidos a tiempo 0 (T0) 
y 24 h post incubación (T24) en agua Milli-Q, PBS, y medio de cultivo celular RPMI. 

 

Ambos nanosistemas fueron estables en agua Milli-Q luego de 24 h a 37°C, sin 

encontrar diferencias en los parámetros analizados. Tanto en PBS como en RPMI 

se observó una disminución en la absorbancia del plasmón de ambos 
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nanosistemas, especialmente cuando las muestras de NPrO-D1 fueron incubadas 

en PBS. En el caso del diámetro hidrodinámico, los valores se mantuvieron 

constantes para NPrO-D1 y NEO-D1 tanto en PBS, como en RPMI. Finalmente, el 

potencial zeta aumentó 10 y 15 mV para NPrO-D1 y NEO-D1, respectivamente, al 

ser incubadas en PBS, mientras que al ser incubadas en RPMI no se observaron 

cambios en la carga superficial. 

Como se mencionó anteriormente, cuando el sistema NEO-D1 fue dispersado en 

PBS o RPMI, se observó una disminución significativamente menor en la intensidad 

del plasmón comparada a la observada en NPrO-D1. Esto puede ser explicado por 

la tendencia de las muestras de NPrO a interactuar con los tubos de centrífuga de 

plástico, la cual se ve incrementada cuando las muestras experimentan procesos 

como centrifugación, incremento de temperatura (37°C), o cambios en la fuerza 

iónica del medio (PBS). Es más, inclusive utilizando tubos de centrifuga que son 

considerados inertes, como los Eppendorf LoBind®, se observó la acumulación de 

una capa gris de NPrO en las paredes de los tubos, incluso después de varios 

minutos de sonicación. Por otro lado, la estabilidad coloidal también puede ser 

influenciada por el grado de funcionalización y por la orientación de las moléculas 

unidas a la superficie de la nanopartícula. La repulsión estérica o la atracción entre 

las moléculas funcionalizadas en la superficie de oro puede resultar en interacciones 

que puedan incrementar o disminuir la estabilidad de las nanopartículas, como ha 

sido descrito previamente [10]. Como se mencionó anteriormente en la sección 

5.1.2, el sistema NPrO-D1 posee menos moléculas de péptido por nanopartícula 

que NEO-D1 (1300 vs 4800), y la orientación y proximidad de los péptidos sobre la 
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superficie de la nanopartícula son diferentes. Mientras el péptido D1 se encuentra 

completamente paralelo a la superficie de NPrO, sobre la superficie de las NEO solo 

una parte de la secuencia (qshyrh) interactúa con la superficie de oro, mientras que 

el resto de la molécula se encuentra más alejada de la misma. La menor cantidad 

de moléculas de péptido en NPrO, así como su mayor proximidad a la superficie en 

comparación a lo observado en NEO-D1 podrían ser las razones por la cual las 

muestras de NPrO-D1 fueron relativamente menos estables bajo las condiciones 

estudiadas. Por lo anterior, realizar los mismos ensayos de estabilidad probando 

diferentes concentraciones de péptido sobre la superficie de cada nanosistema 

cambiaría el número de moléculas de péptido por nanopartícula, lo que podría 

generar un cambio en la disposición espacial del péptido sobre NPrO y NEO. Lo 

anterior serviría para evaluar efectivamente si la estabilidad coloidal en este caso 

está sujeta exclusivamente a la forma de la nanopartícula, o si existe una influencia 

por el grado de funcionalización y por la orientación de las moléculas unidas a la 

superficie de oro. 

Finalmente, es importante mencionar que tanto en la evaluación de estabilidad en 

el tiempo, así como utilizando diferentes medios, las soluciones fueron sonicadas 

previamente antes de realizar cada medición. En ambos ensayos se llevó a cabo 

este paso con el fin de homogenizar las soluciones; en el primer caso debido a que 

con el correr de los días existía una leve decantación de las nanopartículas, 

mientras que en el segundo caso se realizó con el fin de ayudar a la resuspensión 

de las muestras, luego de que estas fueran centrifugadas para cambiar del medio 

de estudio (agua, PBS, medio de cultivo) a agua Milli-Q para realizar las mediciones. 
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A pesar de que en el caso particular de las muestras con polímeros (Fig. 5.3) este 

paso no influyó en la agregación irreversible que se vio en estas muestras, no se 

puede descartar que la sonicación haya desagregado pequeños núcleos de 

agregación que se pueden haber formado en las otras muestras estudiadas, y por 

consiguiente, alterar los resultados. Realizar los mismos estudios evitando la 

sonicación podría dar cuenta si efectivamente los resultados obtenidos en esta tesis 

no se vieron influenciados por este proceso en la metodología de trabajo, y es un 

paso importante por considerar en la reproducibilidad de los resultados.    

 

5.3 Ensayos de viabilidad celular 

La evaluación del efecto de sistemas basados en nanotecnología sobre la viabilidad 

celular mediante ensayos in vitro es un paso fundamental para determinar la 

penetración y toxicidad celular de las nanopartículas. Por lo anterior, se evaluaron 

los efectos sobre la viabilidad celular en 3 líneas celulares (SH-SY5Y, bEnd.3, y BV-

2) utilizando diferentes concentraciones de los nanosistemas desarrollados, las 

cuales fueron calculadas mediante los coeficientes de extinción molar obtenidos 

anteriormente (sección 5.1.1).  

SH-SY5Y es una línea celular de origen humano proveniente de una biopsia de 

médula ósea de una niña con neuroblastoma. Por lo general se utiliza como modelo 

para evaluar citotoxicidad, diferenciación y función neuronal [11]. Por otro lado, 

bEnd.3 es una línea celular de cerebro de ratón derivada de ratones BALB/c, la cual 

se usa comúnmente en la investigación vascular y los estudios del tejido cerebral 

endotelial [12], y pueden servir especialmente como modelos de barrera 



 

107 
 

hematoencefálica [13]. A pesar de que el objetivo de este trabajo es utilizar la ruta 

IN para un transporte directo de las nanopartículas desde la cavidad nasal al SNC, 

se ha descrito que al utilizar esta vía también ocurre un transporte indirecto desde 

la cavidad nasal – circulación sistémica – cerebro, el cual debe atravesar la BHE 

[14]. Finalmente, la línea celular BV-2 proviene de células microgliales de murino 

que fueron inmortalizadas [15, 16], y comparten diversas propiedades con 

macrófagos como su capacidad antimicrobial y fagocítica. Sin embargo, al igual que 

las células de la microglía, las BV-2 se diferencian de los macrófagos periféricos. 

Debido a esto, la línea celular BV-2 ha sido ampliamente usada debido a su 

idoneidad como alternativa de cultivos primarios de microglía para el estudio de 

efectos tóxicos e inflamatorios de fármacos y nanopartículas con potencial uso en 

enfermedades neurodegenerativas [17-20].  

La determinación de la viabilidad celular se realizó utilizando los ensayos 

colorimétricos MTS (SH-SY5Y y bEnd.3) y XTT (BV-2), los cuales se basan en la 

reducción de sales de tetrazolio y formación de un compuesto coloreado, formazán, 

producto de la actividad de enzimas presentes en la mitocondria [21], cuya actividad 

se relaciona con la viabilidad y/o proliferación celular. En todos los ensayos 

realizados, las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de los 

nanosistemas a 37°C durante 24 h. Una vez finalizado el proceso de incubación, se 

descartó el contenido de cada pocillo, y se agregó una solución de MTS o XTT 

según corresponda, más PMS, el cual actúa como un portador de electrones que 

aumenta la sensibilidad de los ensayos, las placas fueron incubadas entre 1 y 4 h, 

para luego ser medidas en un lector de placas.  
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Fig. 5.5. Ensayo MTS de viabilidad celular a las 24 h. Las líneas celulares fueron incubadas con 
concentraciones crecientes de NPrO-PEGx2, NPrO-D1, NEO-PEG, y NEO-D1. A) y C) corresponden 
a células bEnd.3 y SH-SY5Y, respectivamente, tratadas con NPrO. B) Células bEnd.3 incubadas con 
NEO-D1. Los experimentos fueron realizados en triplicado con un n = 2 (A) y n = 3 (B y C). ** = p < 
0.05, Kruskal-Wallis. 

 

En el caso de las células bEnd.3 se determinó la viabilidad celular mediante el 

ensayo MTS incubando las células con NPrO-PEGx2, NPrO-D1, y NEO-PEG en un 

rango de concentración de 0.05 a 0.5 nM y NEO-D1 entre 0.05 y 1 nM (Fig. 5.5A y 

5.5B). Mediante el mismo ensayo, se evaluó la viabilidad celular en SH-SY5Y 

usando distintas concentraciones de NPrO-PEGx2 y NPrO-D1, en un rango entre 
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0.025 y 0.2 nM (Fig. 5.5C). Finalmente, utilizando la línea celular de microglía BV-2 

se evaluaron concentraciones crecientes de NPrO-D1 y NEO-D1, de los 0.05 a 1 

nM, para determinar la proliferación celular mediante el ensayo de viabilidad celular 

XTT (Fig. 5.6).  

 

 

Fig. 5.6. Ensayo XTT de proliferación celular en BV-2. La línea celular de microglía fue incubada con 
concentraciones crecientes de NPrO-D1 (A) y NEO-D1 (B) durante 24 h. Los experimentos fueron 
realizados en triplicado con un n = 3, ** = p < 0.05, Kruskal-Wallis. 

 

Los resultados obtenidos mediante MTS indican que solo existe diferencia 

significativa entre las células incubadas solo con medio y el tratamiento con el 

surfactante SDS (control de muerte celular), el cual es un control de muerte celular 

(Fig. 5.5). Tanto el vehículo utilizado para solubilizar las muestras (PBS), como las 

diferentes concentraciones de NPrO-PEGx2, NPrO-D1, NEO-PEG y NEO-D1 

ensayadas no mostraron tener diferencia significativa con el control de vida. Por otro 

lado, en el ensayo XTT la muestra NPrO-D1no mostró efectos sobre la proliferación 

celular a ninguna de las concentraciones evaluadas (Fig. 5.6A). Sin embargo, en el 
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caso de NEO-D1, la mayor de las concentraciones empleadas en el ensayo mostró 

ser significativamente diferente del control de vida (1 nM vs Medio, Fig. 5.6B).  

La diferencia que se observa entre los prismas y esferas en este último ensayo se 

puede deber a la interacción de cada nanosistema con las células. A pesar de haber 

empleado las mismas concentraciones, y considerando que ambas nanopartículas 

poseen superficies, diámetros hidrodinámicos y potenciales zeta similares, solo su 

forma es distinta. Resultados similares han sido publicados por Hutter y 

colaboradores [22], los cuales evaluaron los efectos citotóxicos de nanopartículas 

de oro de diferente forma (esferas, varillas, y erizos) en cultivos de la línea celular 

de microglía N9. Los investigadores mostraron que nanoesferas funcionalizadas 

con PEG fueron significativamente citotóxicas a concentraciones ≥109 NP/mL, 

mientras que las nanovarillas y nanoerizos fueron inocuos. Además, se sabe que la 

forma de la nanopartícula, y no solo su tamaño, tiene influencia en la penetración y 

acumulación celular, lo cual puede desencadenar la inhibición de la proliferación 

celular a través de diferentes mecanismos que no están necesariamente 

acompañados de muerte celular, como se ha descrito previamente en la línea 

celular BV-2 [18, 23].  

En el caso de esferas y varillas, se ha demostrado que las primeras se acumulan 

en una mayor proporción que las últimas debido a que tienen mayor capacidad de 

penetrar las células [24]. Lo anterior se debería a que las nanopartículas con una 

forma anisotrópica pueden interactuar con la membrana celular a través de 

diferentes caras. Si esta interacción ocurre entre el eje longitudinal de la varilla y la 

membrana celular, el área de contacto sobre la membrana es mayor que el área 
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ocupada por una esfera, por lo que se limita la superficie celular disponible para 

procesos de internalización. Un escenario similar podría estar ocurriendo cuando 

NPrO-D1 interactúa con la membrana celular a través de sus caras triangulares, 

limitando su penetración celular en comparación a NEO-D1. Además, el diámetro 

promedio de NEO-D1 es de 47 nm, el cual se encuentra dentro del rango de tamaño 

óptimo para penetrar membranas, ya que se ha demostrado que nanoesferas con 

un diámetro de 50 nm tienen una mayor penetración que nanoesferas de menores 

o mayores diámetros [25]. 

Evaluar la citotoxicidad de un nanosistema es un punto importante si se desea 

emplear este en aplicaciones biomédicas. En nuestro caso, el desarrollo de estos 

nanosistemas tiene por fin utilizarlos como plataforma para tratar y/o diagnosticar la 

enfermedad de Alzheimer. Por lo anterior, las líneas celulares utilizadas se 

encuentran relacionadas con el SNC y su uso se encuentra ampliamente descrito 

en literatura. Si bien la mayoría de los casos estudiados no mostraron efectos sobre 

la viabilidad celular, el entendimiento del mecanismo por el cual las nanopartículas 

penetran la membrana celular y permiten su internalización dentro de las células, 

así como cuantificar el número de nanopartículas dentro de las células, permitiría 

dilucidar porque se observaron efectos significativos sobre la proliferación celular 

cuando se utilizó la máxima concentración de NEO-D1. Finalmente, es importante 

considerar que la extrapolación de este resultado en particular a un contexto in vivo 

no es del todo acertada, ya que tener una concentración de nanopartículas 1 nM 

durante 24 horas en cerebro resulta poco probable, considerando la cantidad de oro 

reportado que llega a cerebro y los procesos de clearence que existen.  
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En resumen, se consideró que los nanosistemas basados en NPrO y NEO son en 

su mayoría estables y no poseen efectos sobre la viabilidad celular. Por lo anterior, 

se procedió a realizar ensayos in vivo para determinar si la ruta IN permite la llegada 

de estos nanosistemas al SNC, y si la forma o el recubrimiento influye en su 

capacidad de translocarse desde la cavidad nasal al cerebro. 

 

Conclusiones 

• Existe una relación lineal entre la concentración de nanopartículas entregada 

por el ensayo NTA y los valores de absorbancias de las muestras, lo que 

permitió determinar los coeficientes de extinción de NPrO y NEO. 

• El número de moléculas de péptido y su disposición sobre la superficie de 

oro difiere según la forma a la cual se encuentra asociada. 

• Los parámetros fisicoquímicos determinados dan cuenta de que los 

nanosistemas desarrollados son similares en todas sus características, 

siendo solo diferentes en su forma. 

• Los nanosistemas basados en NPrO o NEO funcionalizados con PEG y D1 

demostraron ser estables bajo las diferentes condiciones estudiadas. La 

adición de polímeros disminuye la estabilidad coloidal en el tiempo, la cual 

se ve más afectada cuando solo se utiliza PEI. 

• NPrO-D1 y NEO-D1 no afectaron la viabilidad celular de las líneas SH-SY5Y, 

bEnd.3, y BV-2 en ensayos de 24 h para las concentraciones estudiadas. 
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Capítulo 6: Administración Intranasal de los 

Nanosistemas y su llegada al SNC 
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6.1 Ensayos preliminares y evaluación del recubrimiento de nanopartículas de 

oro con polímeros para la llegada al sistema nervioso central. 

Una vez obtenidos y caracterizados los distintos nanosistemas, se procedió a 

evaluar su llegada al SNC luego de ser administrados por vía IN. Se realizó un 

experimento preliminar (Fig. 6.1), en el cual se comparó la acumulación de oro tanto 

a las 0.5 h y 1 h post administración de los distintos nanosistemas. En la Fig. 6.1, y 

en las siguientes presentadas en este capítulo, los niveles de oro serán expresados 

como microgramos de oro por gramos de tejido (µg Au/g tejido) o por mililitros de 

plasma (µg Au/mL plasma), según sea el caso.  

 

 

Fig. 6.1. Ensayos preliminares de administración intranasal. Se cuantificó el contenido de oro en 
cerebro (A y D), bulbo olfatorio (B y E), y plasma (C y F) a 0.5 y 1 h post administración, 
respectivamente. Previo a la remoción de los órganos, los animales fueron perfundidos con PBS. 
Las muestras fueron digeridas y analizadas mediante ICP-MS. n = 1. Dosis utilizada de 4.5 x 1011 
nanopartículas/kg de peso animal. 
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Cabe mencionar que no se pudo determinar la cantidad de oro en las muestras de 

cerebro (NPrO-D1, 0.5 h) y de plasma (NEO-D1-AAC, 1 h) debido a problemas con 

el ICP-MS utilizado en un comienzo. Además, otros nanosistemas como NPrO-D1-

PEI, NPrO-D1-PSS, y NEO-D1-PEI también fueron administrados por vía IN, pero 

dificultades en el proceso de digestión, como también con los equipos utilizados en 

un comienzo para cuantificar los niveles de oro, no permitieron determinar si existía 

o no llegada al SNC y en qué cantidad. La Tabla 6.1 muestra un resumen de estas 

muestras. La Fig. S.2 muestra los resultados obtenidos en esta sección expresados 

como porcentaje de dosis administrada. 

 

Tabla 6.1. Lista de muestras indeterminadas. Nanosistemas basados en NPrO y NEO fueron 
administrados por vía IN. Sin embargo, por problemas en el método de digestión, así como en la 
técnica analítica en sí, no se pudo determinar la cantidad de oro en SNC. 

*ICP-MS en el The Zuckerberg Institute for Water Research (BGU). 

 

Al analizar las muestras NEO-D1 y NPrO-D1, y hacer una comparación de ambos 

tiempos estudiados, se puede observar que la cantidad de oro que llega al cerebro 

es mayor al tiempo de 0.5 h en relación con 1 h. Sin embargo, esta tendencia es 

inversa para el caso del bulbo olfatorio y el plasma, observándose una mayor 
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cantidad de oro a la hora. Por otro lado, al comparar los niveles de oro 1 h post 

administración entre los distintos nanosistemas, se observa que existe una mayor 

presencia de oro en cerebro para NEO-D1-CAR > NEO-D1 >> NEO-D1-AAC > 

NPrO-D1 (Fig. 6.1D). En relación con la cantidad de oro en bulbo olfatorio y plasma, 

los niveles de oro son mayores para las muestras no recubiertas con polímeros 

(NPrO-D1 y NEO-D1) en comparación a NEO-D1-CAR y NEO-D1-CAR.  

Tomando la totalidad de los resultados obtenidos, se determinó que NEO-D1 

presenta la mayor acumulación en cerebro a las 0.5 h, con un valor de 0.32 µg Au/g 

de tejido, mientras que NPrO-D1 presentó la menor acumulación en este órgano (1 

h), con un valor de 0.007 µg Au/g de tejido (Fig. 6.1A y D). En el caso particular de 

las NEO-D1, se observó una disminución en la cantidad de oro en cerebro entre 0.5 

y 1 h, pasando de 0.32 a 0.018 µg Au/ g de tejido (18 veces menos). Además, 

cuando se comparan los valores obtenidos en cerebro a 1 h entre los distintos 

nanosistemas basados en NEO, la mayor cantidad encontrada fue para NEO-D1-

CAR, seguido de NEO-D1 y NEO-D1-AAC, con valores de 0.025, 0.018, y 0.011 µg 

Au/g de tejido, respectivamente. Todos estos valores de igual manera siguen muy 

por debajo de los valores obtenidos para NEO-D1 a las 0.5 h. En relación con el 

bulbo olfatorio, se observa que todos los valores de las muestras analizadas a 1 h 

son mayores a los observados a las 0.5 h. De hecho, los valores en bulbo olfatorio 

a 1 h son 60 y 20 veces más altos para NEO-D1 y NPrO-D1, respectivamente, en 

comparación a lo obtenido a 0.5 h, siendo una tendencia opuesta a la observada en 

cerebro. En plasma se observaron cantidades similares de oro para NEO y NPrO a 

las 0.5 h, cuyo valor se mantuvo similar en el caso de los NEO a 1 h (0.429 a 0.337 



 

119 
 

µg Au/mL), mientras que en el caso de los NPrO aumentó, pasando de un valor de 

0.405 a 1.235 µg Au/mL. Esta diferencia en el comportamiento entre ambos 

nanosistemas puede ser atribuible a la influencia de la forma de las nanopartículas 

en su biodistribución. Cuando una droga o nanopartícula es administrada por la vía 

intranasal puede llegar al SNC a través de los nervios olfatorios y/o los nervios 

trigeminales, y en paralelo puede ser absorbido por los vasos pertenecientes a la 

región respiratoria y pasar a circulación sistémica [1]. Sin embargo, no existe 

información en literatura respecto de cómo la forma de las nanopartículas de oro 

podría influenciar en los procesos de transporte desde la cavidad nasal al SNC y la 

circulación sistémica. Por otro lado, la cantidad de oro en plasma 1 h post 

administración para NEO-D1-CAR fue de 0.016 µg Au/mL, unas 20 y 80 veces 

menos que lo observado para NEO-D1 y NPrO-D1, respectivamente. Este 

resultado, sumado a la menor cantidad encontrada en bulbo olfatorio comparado 

con NEO-D1 y NPrO-D1, podría deberse a la viscosidad otorgada por el carbopol al 

nanosistema NEO-D1-CAR, lo que aumentaría su retención en la cavidad nasal, 

disminuyendo su tráfico tanto al bulbo como a circulación sistémica.  

Por motivos bioéticos, se decidió no utilizar más animales en esta etapa de 

resultados preliminares.  Mediante el análisis de los resultados obtenidos, se puede 

determinar la ventana de tiempo a la cual los siguientes experimentos deben 

realizarse, así como también que nanosistemas utilizar. Ya que la mayor cantidad 

de oro observada en cerebro fue a las 0.5 h con el sistema NEO-D1, y el objetivo 

de esta tesis planteado en un comienzo era evaluar la llegada de NPrO al SNC, se 
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decidió continuar trabajando con ambos nanosistemas sin recubrirlos con 

polímeros. 

 

6.2 Comparación en la llegada al SNC entre NPrO-D1 y NEO-D1 

Considerando los resultados preliminares se decidió determinar, con un n = 3, si la 

forma de la nanopartícula puede influenciar en su acumulación en cerebro, bulbo 

olfatorio, y plasma luego de 0.5 h post administración IN, utilizando los 

nanosistemas NEO-D1 y NPrO-D1, (Fig. 6.2). En este caso los resultados fueron 

expresados tanto como los niveles de oro encontrados (µg Au, Fig. 6.2A-C), así 

como también por el número de nanopartículas (n° NP, Fig. 6.2D-F), debido a que 

a pesar de que la superficie de los nanosistemas es similar y se administró la misma 

dosis (n° NP/mL), la cantidad de átomos de oro que contiene una nanopartícula es 

diferente para NEO y NPrO.  

Los resultados muestran que existe una mayor cantidad de oro al utilizar NEO en 

comparación con los NPrO en todas las muestras analizadas (Fig. 6.2A-C). En el 

caso del cerebro, los niveles de oro son 6 veces más para NEO en comparación 

con los NPrO, mientras que en bulbo y plasma esta diferencia es alrededor de 5 a 

2 veces más, respectivamente. Solo en cerebro estas diferencias fueron 

significativas (Fig. 6.2A). Sin embargo, es importante considerar que debido a que 

se administraron las mismas cantidades de nanopartículas para comparar ambos 

nanosistemas, y no las mismas cantidades de oro, calcular el número de 

nanopartículas por tejido y plasma resulta más útil al momento de comparar. Ya que 

se conocen las dimensiones promedio tanto de las esferas como de los prismas 
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utilizados, se determinó la cantidad de oro que posee una nanopartícula esférica y 

una con forma de prisma.  

 

 

Fig. 6.2. Cuantificación de oro 0.5 h post administración IN de NPrO-D1 y NEO-D1. Se comparó la 
acumulación de oro en cerebro (A y D), bulbo olfatorio (B y E) y plasma (C y F) entre los dos 
nanosistemas. Se determinó los microgramos de oro (A-C) y el número de nanopartículas por tejido 
(D-F). * = p < 0.05, prueba t de Student, n = 3. Los resultados se muestran como promedio ± ES. 
Dosis utilizada de 4.5 x 1011 nanopartículas/kg de peso animal. 

 

Al comparar los datos obtenidos de esta manera, las diferencias entre un sistema y 

otro no son iguales a cuando se comparan por cantidad de oro. Tanto en cerebro 

como en bulbo (Fig. 6.2D y E), se observa que a pesar de que existe alrededor del 

doble de NEO-D1 en relación con los NPrO-D1 (2.7x106 sobre 1.3x106, y 6.1x107 

sobre 3.1x107, respectivamente), estas diferencias no son significativas. 

Sorprendentemente, en el caso de las muestras de plasma, se observa un cambio 

en la tendencia observada al analizar los resultados por µg Au/mL, observándose 
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una mayor cantidad de NPrO-D1 en relación con NEO-D1, con valores de 1.9x106 

y 1.3x106 nanopartículas por mL, respectivamente (Fig. 6.2F). A pesar de que las 

diferencias entre un nanosistema y otro se ven disminuidas al analizar los datos de 

esta manera, se sigue observando la tendencia de que NEO-D1 llegan en mayor 

proporción al SNC.  

Actualmente existen pocos estudios en literatura que evalúen la llegada de 

nanopartículas metálicas desde la cavidad nasal al cerebro. La mayoría de los 

estudios han estado enfocados en toxicidad neuronal como resultado de 

contaminación ambiental de nanopartículas metálicas, en lugar del desarrollo de 

terapias o métodos de diagnóstico para SNC [2-7]. El primer estudio en que se 

utilizan nanopartículas de oro fue publicado hace 50 años, en el cual se aplicó 198Au 

coloidal a la mucosa de la región olfatoria de conejos, detectándose oro en el líquido 

cefalorraquídeo de la fosa craneal anterior [8]. A la fecha, no se entiende 

completamente el mecanismo por el cual las nanopartículas son transportadas 

directamente desde la cavidad nasal al cerebro, y solo se han descrito las dos vías 

que inervan el epitelio de esta cavidad. Estos son los nervios olfatorios y nervios 

trigeminales, los cuales ingresan al cerebro a través del bulbo olfatorio y el puente 

de Varolio, respectivamente [9]. Hutter y colaboradores [10] estudiaron el efecto de 

la morfología de nanopartículas de oro (esferas, varillas, y erizos – recubiertas con 

PEG o CTAB) sobre la respuesta de la microglía post administración IN, para lo cual 

se evaluó la activación del receptor transitorio tipo toll 2 (TLR-2) en un modelo 

murino transgénico. Los resultados mostraron que la morfología y la química 

superficial influencia la activación de la microglía. Aunque los autores no evaluaron 
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la cantidad de oro que llega al SNC, experimentos in vitro revelaron que el grado de 

internalización para las formas anisotrópicas, especialmente para los erizos, fue 

mayor comparado a las esferas, lo que llevo a los investigadores a sugerir que los 

nanoerizos son preferentemente capturados por la microglía. A pesar de que los 

NPrO son diferentes a los nanoerizos, nuestros datos in vitro sugieren que las NEO 

entran a las células en mayor medida que los NPrO. Tomando esto en 

consideración, se puede suponer que un escenario similar ocurre cuando los 

nanosistemas son administrados intranasalmente, donde NEO-D1 penetrarían las 

células en una mayor proporción que NPrO-D1, facilitando su translocación desde 

la cavidad nasal al SNC (cerebro y bulbo olfatorio). Además del bulbo olfatorio, las 

nanopartículas de oro pueden ser transportadas a través los nervios trigeminales. 

Ye y colaboradores [11] evaluaron mediante el uso de una radiación de ultrasonido 

enfocada combinada con microburbujas (FUSIN) la llegada de nanoclusters de oro 

(6 nm de diámetro hidrodinámico) al SNC utilizando la vía IN en ratones hembra 

C57BL/6. Los autores encontraron que el uso de FUSIN aumenta la llegada de los 

nanoclusters al SNC, y que estos se encuentran presentes en los nervios 

trigeminales. Sin embargo, debido a que los investigadores midieron la intensidad 

de fluorescencia y radiactividad en lugar de una cuantificación directa de oro, 

sumado a que en esta tesis no se realizó el aislamiento del nervio trigeminal, el 

grado de transporte de NEO-D1 y NPrO-D1 a través de este nervio no puede ser 

estimado y debe ser investigado en el futuro. 

La diferencia observada en la llegada al cerebro entre NEO-D1 y NPrO-D1 luego de 

ser administrados intranasalmente puede ser explicada por la diferencia en la forma 
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en que estas nanopartículas interactúan con la membrana celular.  Otra explicación 

podría ser la diferencia en la absorción desde la cavidad nasal a circulación 

sistémica, y luego a través de la BHE al cerebro. Sin embargo, a pesar de que no 

podemos descartar este proceso, parece poco probable. Primero, no existen 

diferencias significativas en los niveles de oro monitorizados en plasma a las 0.5 h, 

y segundo, ni NEO-D1 ni NPrO-D1 poseen alguna molécula o característica 

fisicoquímica (como podría ser la hidrofobicidad), que se sepa que facilite su 

transporte a través de la BHE.  

Finalmente, al comparar la cantidad de oro que se observa en cerebro luego de 

administrar las NEO-D1 entre este experimento y los resultados preliminares, se 

observa una gran disminución, cercana a 100 veces menos. Una posible explicación 

para este cambio tan drástico en los valores observados es una diferencia 

experimental que se realizó entre el ensayo preliminar y este experimento (Fig. 6.1 

y 6.2, respectivamente). En el primer caso, el procedimiento quirúrgico para extraer 

la muestra de sangre y realizar la perfusión se hizo sobre los 30 minutos, ya que el 

animal fue anestesiado poco antes de alcanzar dicho tiempo. En cambio, en el caso 

del segundo experimento (Fig. 6.2), los animales fueron anestesiados alrededor de 

8 minutos previo a las 0.5 h, por lo cual la perfusión del animal se realizó justo al 

tiempo estipulado. A pesar de que esta diferencia en tiempo no son muchos 

minutos, considerando los datos obtenidos en ambos experimentos se puede 

presumir que el pico de acumulación de oro en SNC ocurre en una pequeña ventana 

de tiempo (Fig. 6.1 y 6.2). Debido a esto, y teniendo en cuenta que siempre la 

tendencia de acumulación de oro en SNC mostró mayores niveles para esferas, se 
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procedió a realizar un análisis farmacocinético con NEO-D1 luego de ser 

administradas por la ruta IN. 

 

6.3 Farmacocinética de NEO-D1 administradas por vía IN 

Debido a que la acumulación de las nanopartículas en cerebro luego de la 

administración IN es uno de los principales objetivos de esta tesis, es importante 

determinar cuándo NEO-D1 alcanza su máximo nivel en el SNC (tmax) y cuando este 

es eliminado del plasma y otros órganos. Para evaluar esto, se realizó un estudio 

farmacocinético en ratas (Fig. 6.3). Los animales fueron sacrificados luego de 0.75, 

2, 4, 8, y 24 h post administración IN de NEO-D1 (n = 3 para cada grupo). Los 

órganos perfundidos fueron liofilizados, triturados, y homogenizados. Una cantidad 

de peso conocida de cada muestra fue analizada mediante activación neutrónica 

para determinar la cantidad de oro, debido a que esta técnica es más sensible que 

el ICP-MS. Se obtuvo los niveles de oro para cerebro, bulbo olfatorio, plasma, e 

hígado versus un periodo de tiempo de 24 h (Fig. 6.3A-D). El nivel máximo de 

concentración de oro (Cmax) fue encontrado en cerebro, bulbo olfatorio, y plasma a 

las 0.75 h post administración IN. Estas concentraciones son significativamente 

mayores a las encontradas en la Fig. 6.2, en donde se determinó los niveles de oro 

a las 0.5 h. Durante este intervalo de 15 min, el nivel de oro en cerebro aumentó 35 

veces a 0.106 ± 0.019 µg Au/g, mientras que en bulbo olfatorio y plasma aumentó 

3 y 15 veces (0.175 ± 0.055 µg Au/g y 0.021 ± 0.004 µg Au/mL, respectivamente). 

Por otro lado, a pesar de que nuevamente la cantidad de oro no es tan alta como la 
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observada en el preliminar (Fig. 6.1), resulta notoria la diferencia que existe en 

apenas 15 minutos de diferencia entre un experimento y otro. 

 

 

Fig. 6.3. Estudio farmacocinético post administración IN. Se determinó la cantidad de oro en cerebro 
(A), bulbo olfatorio (B), plasma (C), e hígado (D) a las 0.75, 2, 4, 8, y 24 h post administración IN de 
NEO-D1. Los resultados se muestran como promedio ± ES. Dosis utilizada de 4.5 x 1011 
nanopartículas/kg de peso animal. 

 

Desde las 0.75 h a las 2 h post administración, una rápida fase de eliminación fue 

evidenciada en cerebro, bulbo olfatorio y plasma. Una posible explicación para esta 

rápida eliminación de NEO-D1 del SNC, es que debido a que las ratas utilizadas 

corresponden a animales sanos que no sobre expresan placas amiloides, el péptido 

D1 no tiene una interacción específica con algún componente celular que permita la 

retención del nanosistema en cerebro, por lo que es depurado del SNC. La 
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eliminación de oro en cerebro fue seguida de una absorción adicional de oro que se 

mantuvo constante hasta las 24 h. A diferencia del pequeño aumento de oro en 

cerebro, un segundo pico fue observado tanto en bulbo olfatorio como en plasma 8 

h post administración, el cual decayó a niveles relativamente bajos a las 24 h. Sin 

embargo, en el caso del hígado los niveles de oro se fueron elevando lentamente 

durante las primeras 8 h, para luego observarse una rápida acumulación entre las 

8 y 24, con un aumento de 100 veces alcanzando el valor de 0.45 µg Au/g de tejido. 

Los datos indican que la translocación de NEO-D1 desde la cavidad nasal al cerebro 

ocurre en dos picos el primero donde una gran carga de NEO-D1 llega al cerebro 

en un periodo corto de tiempo (0.75 h), seguido por una absorción lenta resultando 

en una pequeña acumulación de oro. Este interesante fenómeno se puede explicar 

por: (1) Dos posibles mecanismos involucrados que poseen diferente penetrabilidad 

al SNC o la existencia de dos rutas anatómicas desde la nariz al cerebro (una más 

rápida que la otra), y (2) una llegada directa desde la cavidad nasal al cerebro 

seguida de un transporte sistémico indirecto de las nanopartículas a través de la 

BHE. Un ejemplo asociado a la segunda explicación puede ser la administración IN 

de sumatriptan, el cual muestra un comportamiento farmacocinético de absorción 

sistémica de dos picos [12]. El sumatriptan es un agonista selectivo que actúa los 

receptores vasculares de 5-hidroxitriptamina (5-HT1B/1D), utilizado para el 

tratamiento de ataques de migraña. Se encontró que un pico temprano más 

pronunciado representa la absorción nasal directa, y un pico tardío reducido 

representa predominantemente una absorción gastrointestinal (GI) indirecta. 
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Finalmente, es importante considerar que debido a que el blanco terapéutico de 

NEO-D1 es la proteína βA, el tiempo de residencia del nanosistema en el cerebro 

va a estar fuertemente influenciado por la interacción entre éste y los agregados de 

proteína. En este trabajo se utilizaron ratas Sprague Dawley silvestres, las cuales 

no presentan la EA por lo que no existiría una cantidad de agregados y/o placas βA 

que mantuviesen a las nanopartículas en cerebro. En el caso de utilizar animales 

transgénicos que expresen la enfermedad (ratones APP), se esperaría que la 

farmacocinética de NEO-D1 en cerebro fuese similar a las 0.75 h (rápida 

acumulación), pero a partir de este punto presentara una depuración más lenta 

(pendiente menos inclinada) y/o que existiese una mayor acumulación en cerebro 

(Cmax mayor y tmax desplazada a mayor tiempo) debido a la específica y fuerte unión 

del nanosistema con los agregados βA.    

Considerando los datos obtenidos, se decidió comparar la acumulación de NEO-D1 

en SNC y otros tejidos a las 0.75 h luego de ser administrados tanto por la vía IN, 

como por IV.  

 

6.4 Comparación entre la ruta IN e IV para NEO-D1  

Se determinó los niveles de oro en cerebro, bulbo olfatorio, plasma, hígado, bazo, y 

pulmones a las 0.75 h post administración de NEO-D1 por vía IN e IV (Fig. 6.4). Los 

niveles de oro encontrados en cerebro, bulbo olfatorio, y plasma fueron 

significativamente mayores luego de la administración IN comparada con la ruta IV 

(Fig. 6.4A-C).  Una concentración de 0.106 µg Au/g de tejido fue encontrada en 

cerebro post administración IN mientras solo 0.002 ng Au/g de tejido fue encontrada 
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en el mismo órgano por la vía IV (p < 0.01). Similarmente, se encontraron 0.17 µg 

Au/g de tejido en bulbo olfatorio 45 min post administración IN en relación con los 

0.007 µg Au/g de tejido encontrados por la ruta IV (p < 0.05). La tasa de eliminación 

de las nanopartículas de oro en plasma fue reflejada por un significativo aumento 

de oro en hígado luego de la administración IV, con un valor promedio de 2.5 µg 

Au/g de tejido, mientras que solo 0.002 µg Au/g de tejido fueron detectados en este 

órgano por la vía IN. Diferencias similares en los niveles de oro fueron encontradas 

en bazo, con valores de 2.3 µg Au/g de tejido y 0.002 µg Au/g de tejido post 

administración IV e IN, respectivamente.  Pequeñas cantidades de oro llegaron a 

los pulmones luego de ambas administraciones, donde la diferencia entre ellas fue 

de 0.03 µg Au/g tejido (IV) y 0.001 µg Au/g tejido (IN).  

Los niveles de oro en plasma luego de la administración IN fueron significativamente 

mayores a los obtenidos post administración IV, con valores de 0.02 µg Au/mL (IN) 

y 0.0006 µg Au/mL (IV) (p < 0.05), indicando que las nanopartículas de oro se 

desplazaron de la cavidad nasal a la sangre. Debido a que en el caso de la vía IV 

toda la dosis administrada queda inmediatamente biodisponible, esta se comienza 

a biodistribuir y acumular en distintos órganos, lo que lleva a que desde el tiempo 

cero, que es donde se encuentra el máximo de oro en plasma, comience a disminuir. 

Por otro lado, en el caso de la vía IN, la dosis administrada se encuentra en la 

cavidad nasal, pasando a la vía sistémica de manera mucho más lenta, desplazando 

el tiempo al cual se encuentra el máximo de oro en plasma. Por lo tanto, la diferencia 

de oro que se observa ya a los 45 minutos post administración en plasma se debería 

a que la farmacocinética por una vía y otra son distintas. 
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Fig. 6.4. Cuantificación de oro 0.75 h post administración IN e IV de NEO-D1. Se comparó la 
acumulación de oro en cerebro (A), bulbo olfatorio (B), plasma (C), hígado (D), bazo (E), y pulmones 
(F). Para cerebro p < 0.01, y para el resto p < 0.05, prueba de t de Student, n = 3. Los resultados se 
muestran como promedio ± ES. Dosis utilizada de 4.5 x 1011 nanopartículas/kg de peso animal. 

 

Estos resultados demuestran que aplicando el mismo nanosistema, su llegada al 

SNC es mayor cuando se utiliza la ruta IN, obteniéndose una razón de 55 entre los 

niveles de oro encontrados en cerebro post administración IN:IV, o expresado como 

porcentaje de dosis administrada, un 0.05 vs 0.001 % entre la vía IN vs IV, 
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respectivamente (Fig. S.3). Los altos niveles de oro observados en cerebro por la 

ruta IN pueden explicarse principalmente por dos fenómenos: Evitar el paso a través 

de la BHE permite un transporte directo de NEO-D1 desde la cavidad nasal al 

cerebro, y la reducida exposición sistémica evita la retención de NEO-D1 en órganos 

como hígado y bazo, que consecuentemente reducen su biodisponibilidad.  

Es importante destacar que el porcentaje de la dosis administrada que llega al 

cerebro por la ruta IN fue del 0.05% (Fig. S.3), lo cual es bastante similar al 

porcentaje encontrado en estudios anteriores en los que se utilizó la ruta IV o 

intraperitoneal [13, 14]. Sin embargo, aun considerando esto, se pueden mencionar 

dos ventajas de utilizar la ruta IN. Primero, debido a que el nanosistema no debe 

cruzar la BHE, no existe la necesidad de incorporar moléculas, como péptidos o 

ligandos, que permitan traspasar esta barrera intraperitoneal [14]. El nanosistema 

utilizado solo fue funcionalizado con PEG, para aumentar su estabilidad coloidal, y 

el péptido D1, que permite el reconocimiento de las agregados de Aβ; es decir, se 

puede simplificar el diseño del nanosistema. Segundo, el porcentaje de dosis 

encontrado en hígado y bazo fue bastante bajo (0.01% y 0.001%, respectivamente, 

Fig. S.3) al momento en que se encontró el pico de concentración de NEO-D1 en 

SNC por vía IN (0.75 h). Estudios previos han mostrado que luego de la 

administración intraperitoneal o IV de nanopartículas de oro, estas presentan una 

alta acumulación en hígado y bazo al momento en que el nanosistema alcanzo su 

máxima concentración en el SNC, con valores entre el 10 y 80% para hígado, y 

cercano al 15% en el caso del bazo [13, 14], muy por encima a lo encontrado por la 

vía IN. Es más, incluso considerando la máxima concentración encontrada en 
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hígado post administración intranasal (24 h, Fig. 6.3D), este porcentaje no supera 

el 2% de la dosis administrada.  

En resumen, los resultados muestran claramente que mediante el uso de la ruta IN 

en lugar de la IV, se puede obtener una rápida y significante llegada de 

nanopartículas de oro al SNC, evitando exposición sistémica y posibles efectos 

adversos. A pesar de esto, es relevante saber si la distribución de las nanopartículas 

en el cerebro se puede ver afectada por la vía de administración escogida. Por lo 

anterior, se realizó un ensayo que permitiera dilucidar la distribución de NEO-D1 en 

cerebro post administración IN e IV. 

 

6.5 Distribución de NEO-D1 en cerebro post administración IN e IV 

La diferencia en la llegada de NEO-D1 al cerebro entre la ruta IN e IV es interesante 

en misma, pero no provee información sobre cómo se distribuyen las nanopartículas 

en relación con la ruta de administración empleada. Se puede hipotetizar que la 

distribución a través de la vía IN resultaría en un gradiente de concentración desde 

el bulbo olfatorio al cerebelo, mientras una distribución más uniforme sería 

observada a través de la administración IV. Para determinar la distribución de NEO-

D1 en cerebro y bulbo olfatorio, se administró intranasal e intravenosamente la 

misma dosis de NEO-D1 empleada en los estudios anterior, y el cerebro fue extraído 

luego de 0.75 h, fijado y seccionado (plano coronario) para ser analizados mediante 

microscopía óptica. La Fig. 6.5 muestra la localización de NEO-D1 en diferentes 

cortes de cerebro, desde el bulbo olfatorio al cerebelo. Además, se elaboró una 
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detallada lista de datos que muestra la localización donde se encontraron NEO-D1 

(Tabla S.1).  

 

 

Fig. 6.5. Distribución de NEO-D1 en cerebro a las 0.75 h. Luego de la administración IN o IV, el 
cerebro fue fijado y seccionado (plano coronario) desde el bulbo olfatorio al cerebelo. Se utilizó el kit 
GoldEnhanceTM para microscopía óptica para determinar y comparar la localización de NEO-D1. Los 
esquemas representativos muestran la biodistribución de NEO-D1 en diferentes planos coronarios: 
A) +9.18; B) +1.99; C) -0.2; D) -3.32; E) -6.76; and F) -10.82 mm ant. Bregma. Los puntos rojos y 
verdes representan los cúmulos de oro para la vía IN e IV, respectivamente. Imágenes obtenidas 
mediante microscopía óptica para la ruta IN se muestran como ejemplo para cada sección analizada. 
Dosis utilizada de 4.5 x 1011 nanopartículas/kg de peso animal. 

 

Los resultados de la Fig. 6.5 muestran que en términos generales no existe mucha 

diferencia en la biodistribución del nanosistema entre la ruta IN e IV, a excepción 

del bulbo olfatorio. A pesar de que se esperaría una distribución en gradiente desde 

el bulbo olfatorio al cerebelo en el caso de la administración IN, y una menor 

cantidad aparente de cúmulos en el caso de la vía IV, considerando lo encontrado 

en los experimentos cuantitativos (Fig. 6.4), un fenómeno similar ha sido reportado 



 

134 
 

anteriormente [15]. Como esta metodología es cualitativa más que cuantitativa, y 

considerando el número de muestras analizadas, parece poco probable observar la 

misma diferencia “cuantitativa” mediante microscopía como la que se observó 

mediante ICP-MS y activación neutrónica. Incrementar el número de muestras y 

cortes podría ayudar a elucidar si estos resultados presentan algún sesgo. Por otro 

lado, es importante considerar que el nanosistema NEO-D1 administrado por vía IV 

debe haber sufrido cambios en su superficie debido a la corona de proteína, lo cual 

podría afectar su visualización mediante el kit Gold EnhanceTM. 

Finalmente, calculamos el porcentaje de cúmulos oro en cada región del cerebro 

(Tabla S.1). El análisis muestra que un mayor porcentaje de NEO-D1 fue observado 

en el prosencéfalo basal, el tálamo y el cerebelo después de la inyección IV en 

relación con la administración IN, mientras que un porcentaje importante de las 

nanopartículas fue observado en el sustancia gris central, corteza perirrinal y 

entorrinal, bulbo olfatorio y región del hipocampo post administración IN. La región 

de la corteza mostró el mayor porcentaje de cúmulos de oro tanto con la 

administración IN como IV, con valores del 28% y 34%, respectivamente. 

Cabe señalar que los resultados de la distribución cerebral de oro fueron específicos 

para tmax solamente (0.75 h), cuando la concentración de NEO-D1 en el cerebro es 

máxima post administración IN. La distribución de una nanopartícula en un tejido 

responde a un proceso dinámico, por lo que la localización determinada para NEO-

D1 en distintas zonas del cerebro corresponde a un tiempo específico, y no 

representa necesariamente una distribución que se mantenga y no se altere en el 

tiempo. Debido a esto, sería relevante en el futuro realizar experimentos en los que 
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se evalúe el patrón de distribución en el transcurso del tiempo, lo cual se puede 

lograr utilizando tecnologías más avanzadas, como la tomografía computarizada. 

Una publicación reciente ha descrito el uso de esta técnica para la imagenología in 

vivo de exosomas marcados con nanopartículas de oro que se administraron 

intranasalmente a ratones macho C57BL/6 [16]. Los investigadores pudieron marcar 

la zona perteneciente al accidente cerebrovascular con los exosomas marcados, 

pudiendo ver esta marca de manera sostenida hasta 24 h post administración 

mediante el análisis por ICP-MS y tomografía computarizada. 

La eficacia terapéutica y/o de diagnóstico de las nanopartículas de oro depende de 

su capacidad de llegar específicamente donde la enfermedad se desarrolla. El 

análisis de biodistribución en cerebro ha mostrado que NEO-D1 se localiza en las 

áreas pertenecientes a la corteza e hipocampo, las cuales son zonas del cerebro 

donde ocurre la acumulación de las placas Aβ. Estas zonas han sido ampliamente 

estudiadas en modelos murinos transgénicos de la enfermedad de Alzheimer [17-

20]. Futuras investigaciones deben apuntar a evaluar la vía IN en modelos 

transgénicos de la enfermedad de Alzheimer (ratones APP), evaluando la 

localización de las nanopartículas en áreas del cerebro donde Aβ1-42 se acumula. 

Es esperable que esta localización preferencial en la enfermedad de Alzheimer se 

logre debido a la interacción del péptido D1 en la superficie de la nanopartícula con 

los agregados tóxicos que caracterizan esta enfermedad. Los resultados en su 

conjunto comprueban la hipótesis planteada, demostrando que la vía intranasal 

puede ser utilizada por nanopartículas de oro para drug delivery al SNC, y que esta 
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ruta presentaría ventajas en acumulación y biodistribución en relación con la vía 

intravenosa.  

 

Conclusiones 

• Los resultados preliminares muestran que los nanosistemas con o sin 

recubrimiento de polímeros llegan al SNC post administración IN, siendo 

mayor la acumulación sin recubrimiento. 

• La administración de IN reveló que a pesar de que ambos nanosistemas 

tenían características similares como área de superficie, diámetro 

hidrodinámico y carga superficial, su forma diferente influyó 

significativamente en su translocación de la cavidad nasal al cerebro, siendo 

mayor para las nanoesferas (NEO-D1) que para los nanoprismas.  

• Los datos obtenidos de un estudio farmacocinético con NEO-D1 indicaron 

que la translocación de nanopartículas de la cavidad nasal al cerebro ocurre 

en dos fases, lo que puede atribuirse a la existencia de dos mecanismos de 

transporte, o la presencia de transporte directo / indirecto.  

• A través de la comparación de la administración IN y IV de NEO-D1, 

obtuvimos resultados que respaldan firmemente el uso de la administración 

IN como una ruta prometedora para la entrega de fármacos y NPO al SNC, 

al tiempo que se evita la exposición sistémica.  

• La distribución y localización de NEO-D1 en cerebro no se ve mayormente 

afectada según la ruta de administración utilizada. 
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Grado cumplimiento de objetivos 

1) Sintetizar nanoprismas de oro y conjugarlos con HS-PEG y con el péptido D1 

(100%). 

2) Recubrir el nanosistema con polímeros usando el método layer-by-layer y 

determinar la estabilidad (100%). 

3) Evaluar los cambios fisicoquímicos en las distintas etapas de conjugación 

(100%). 

4) Determinar la citotoxicidad del nanosistema mediante ensayos in vitro (100%).  

5) Evaluar la llegada al SNC del nanosistema luego de ser administrado 

intranasalmente (100%). 
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Conclusiones generales 

• Se desarrollaron nanosistemas basados en NPrO y NEO funcionalizados con 

PEG y D1, los cuales poseen parámetros fisicoquímicos similares.  

• La disposición de D1 sobre la superficie de oro difiere según la forma de la 

nanopartícula a la cual se encuentra asociada. 

• NPrO-D1 y NEO-D1 no afectaron la viabilidad celular de las líneas bEnd.3 y 

BV-2 en ensayos de 24 h en un rango de concentración entre 0.05 y 0.5 nM. 

• Los nanosistemas con o sin recubrimiento de polímeros llegan al SNC post 

administración IN. 

• La forma de las nanopartículas influye significativamente en su translocación 

de la cavidad nasal al cerebro. 

• El estudio farmacocinético con NEO-D1 indica que la translocación de 

nanopartículas desde la nariz al cerebro ocurre en dos fases. 

• Los resultados de la comparación entre administración IN e IV de NEO-D1 

indican que la vía IN es una ruta prometedora para la entrega de fármacos y 

NPO al SNC, al tiempo que se evita la exposición sistémica.  

• La distribución y localización de NEO-D1 en cerebro no se ve mayormente 

afectada según la ruta de administración utilizada. 

 

Los resultados obtenidos validan la hipótesis de que nanopartículas funcionalizadas 

con PEG y D1, y recubiertas con polímeros, llegan al SNC luego de ser 

administradas por vía IN. 
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Perspectivas 

Los resultados obtenidos dan cuenta de lo promisoria que es la ruta IN para el 

desarrollo de terapías y/o métodos de diagnóstico para enfermedades relacionadas 

con el SNC mediante la utilización de nanopartículas de oro. Considerando los 

niveles de oro alcanzados en cerebro, y la localización de las nanopartículas en este 

tejido, las futuras investigaciones deben apuntar a evaluar esta vía de 

administración en modelos transgénicos de la enfermedad de Alzheimer (ratones 

APP), determinando la localización de las nanopartículas en áreas del cerebro 

donde Aβ1-42 se acumula. Si esta localización preferencial es conseguida a través 

de la interacción del péptido D1 con los agregados tóxicos de la proteína, el 

siguiente paso sería evaluar una posible terapía fototermal, determinando la carga 

de placas amiloides en los animales, así como también estudios de comportamiento 

que den cuenta del efecto de esta posible terapia.  
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Fig. S.1. Esquema quemisorción a través del enlace S-Au. Representación esquemática de la 

funcionalización de una nanoesfera de oro con moléculas de HS-PEG-COOH. La unión se produce 

debido a la quemisorción entre los átomos de S, presentes en el grupo tiol del PEG, y los átomos de 

Au, presentes en la superficie de la nanopartícula. Energía de enlace = 86 Kcal/mol.  
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Fig. S.2. Porcentaje de dosis en ensayos preliminares de administración intranasal. Porcentaje de 

dosis administrada hallada en cerebro (A y C), y bulbo olfatorio (B y D) a 0.5 y 1 h post administración, 

respectivamente. Previo a la remoción de los órganos, los animales fueron perfundidos con PBS. 

Las muestras fueron digeridas y analizadas mediante ICP-MS. n = 1. Dosis utilizada de 4.5 x 1011 

nanopartículas/kg de peso animal. 
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Fig. S.3. Porcentaje de dosis 0.75 h post administración IN e IV de NEO-D1. Se comparó el % de 

dosis en cerebro (A), bulbo olfatorio (B), hígado (C), bazo (D), y pulmones (E). Para cerebro p < 0.01, 

y para el resto p < 0.05, prueba de t de Student, n = 3. Los resultados se muestran como promedio 

± ES. Dosis utilizada de 4.5 x 1011 nanopartículas/kg de peso animal. 
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Tabla S.1.  Distribución de NEO-D1 0.75 h post administración IN o IV. Regiones específicas del 

cerebro donde los cúmulos de oro fueron encontrados mediante microscopía óptica, con sus 

respectivos porcentajes. 

 


