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Resumen de la tesis que presenta José Horacio Silvestre Martínez como requisito parcial para la 
obtención del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias. 
 
Efecto de nanopartículas híbridas cargadas con compuestos antioxidantes en astrocitos de rata en 

enfermedad de Alzheimer 
 

Resumen aprobado por: 
 
 

Dra. Ana Bertha Castro Ceseña 
Codirectora de tesis 

Dra. Karina del Carmen Lugo Ibarra 
Codirectora de tesis 

  
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa crónica caracterizada por la 
acumulación de proteínas como la beta amiloide (βA) y Tau en el cerebro. Puede comenzar hasta 20 
años antes de los síntomas, como pérdida de memoria, problemas de lenguaje, cambios de 
personalidad y demencia. Actualmente no tiene cura y los tratamientos disponibles solo reducen los 
síntomas, lo que hace que la EA sea una prioridad en salud mundial. Desarrollar terapias innovadoras 
es crucial, en este campo, la nanomedicina puede superar limitaciones como la barrera 
hematoencefálica (BHE) mediante el uso de sistemas de entrega controlada de fármacos. En este 
trabajo se estudió el efecto antinflamatorio de nanopartículas híbridas polímero-lípido (NPs) 
conjugadas con transferrina (Tf) para llegar a la BHE, cargadas con puntos de carbono (CD) y 
fucoxantina (Fx), estos compuestos poseen actividad antinflamatoria, antioxidante y potencial para su 
uso en enfermedades neurodegenerativas. La encapsulación conjunta de CD y Fx en nanopartículas 
(NPs CDFx) mostró una eficiencia de encapsulación de 45% para Fx y 10% para CD y un tamaño de 
88.74 ± 27.4 nm. Se evaluó la citocompatibilidad de las NPs en un modelo de neuroinflamación 
empleando astrocitos de rata estimulados con lipopolisacárido (LPS), las NPs CDFx presentaban una 
viabilidad celular del 92.18%. Mediante qPCR se encontró que las NPs CDFx redujeron la expresión 
relativa de los genes de proteína precursora amiloide (APP), proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y la 
proteína de unión al Ca2+ (S100β), los cuales codifican para proteínas relacionadas con la 
neuroinflamación y el desarrollo de la enfermedad. Se microinyectaron NPs en larvas de pez cebra 
(Danio rerio) de 5 días post fertilización (dpf) y mediante microscopia confocal de barrido se verificó 
que llegan a la BHE, al observar la fluorescencia de los CD en el cerebro. Se sugiere que las NPs entregan 
los compuestos en el cerebro del pez, generando un efecto terapéutico positivo al reducir la expresión 
de genes. Estos resultados contribuyen a dilucidar las características y requisitos fisicoquímicos de las 
NPs hibridas polímero lípido para la entrega de fármacos en el cerebro, ayudando al desarrollo de un 
tratamiento efectivo para la EA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, fucoxantina, puntos de carbono, Danio rerio, transferrina  
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Abstract of the thesis presented by José Horacio Silvestre Martínez as a partial requirement to obtain 
the Master of Science degree in Nanoscience. 
 
Effect of hybrid nanoparticles loaded with antioxidant compounds on rat astrocytes in Alzheimer's 

disease 
 

Abstract approved by: 
 

Dra. Ana Bertha Castro Ceseña 
Thesis Codirector 

Dra. Karina del Carmen Lugo Ibarra 
Thesis Codirector 

  
Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative disease characterized by the accumulation of 
proteins such as amyloid beta (βA) and Tau in the brain. It can begin up to 20 years before symptoms 
such as memory loss, language problems, personality changes, and dementia. There is currently no 
cure and available treatments only reduce symptoms, making AD a global health priority. Developing 
innovative therapies is crucial, in this field, nanomedicina can overcome limitations such as the blood-
brain barrier (BBB) by using controlled drug delivery systems. In this work, the anti-inflammatory effect 
of polymer-lipid hybrid nanoparticles (NPs) conjugated with transferrin (Tf) to reach the BBB, loaded 
with carbon dots (CD) and fucoxanthin (Fx), these compounds have anti-inflammatory, antioxidant 
activity and potential for use in neurodegenerative diseases, was studied. The encapsulation of both 
CD and Fx in nanoparticles (NPs CDFx) showed an encapsulation efficiency of 45% for Fx and 10% for 
CD and a size of 88.74 ± 27.4 nm. The cytocompatibility of the NPs was evaluated in a 
neuroinflammation model using lipopolysaccharide (LPS)-stimulated rat astrocytes. CDFx NPs showed 
a cell viability of 92.18%. Using qPCR, it was found that NPs CDFx reduced the relative expression of 
the genes for amyloid precursor protein (APP), glial fibrillary acidic protein (GFAP), and Ca2+ binding 
protein (S100β), which encode proteins related to neuroinflammation and disease development. NPs 
were microinjected into 5-day post-fertilization (dpf) zebrafish (Danio rerio) larvae, and through 
scanning confocal microscopy, it was verified that NPs reached the BBB by observing fluorescence from 
CD in the fish brain. It is suggested that NPs deliver the compounds into the fish brain, generating a 
positive therapeutic effect by reducing gene expression. These results contribute to elucidating the 
physicochemical characteristics and requirements of polymer-lipid hybrid NPs for drug delivery into 
the brain, helping to develop an effective treatment for AD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Alzheimer's disease, fucoxanthin, carbon dots, Danio rerio, transferrin   
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Capítulo 1.  Introducción 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad crónica neurodegenerativa caracterizada por 

pérdida progresiva de memoria, cambios de personalidad y deterioro cognitivo (Haes et al., 2005). 

Es la causa más común de demencia y afecta principalmente a personas mayores de 65 años (Leng 

& Edison, 2021). La EA se caracteriza por la acumulación del péptido amiloide (βA) y de la proteína 

tau, seguido de neurodegeneración. Estos cambios en el cerebro ocurren gradualmente y a menudo 

se desarrollan hasta 20 años antes de que se manifiesten los síntomas (Alzheimer’s Association, 

2023). La mayoría de los agentes farmacológicos de la EA se centran en el tratamiento sintomático 

de la enfermedad, lo que hace que el diagnóstico y el tratamiento tempranos desempeñen un papel 

vital para mejorar la calidad de vida de los pacientes con EA (Alzheimer’s Association, 2023; Mead 

& Fox, 2023). 

Avances recientes en la terapia de la EA incluyen la aprobación de Lecanemab, un anticuerpo 

monoclonal dirigido a los agregados de proteína Aβ, que ralentiza la progresión de la EA (Mead & 

Fox, 2023). Sin embargo, muchos aspectos de la enfermedad siguen sin comprenderse por 

completo. Varias hipótesis sobre la patogénesis de la EA proponen que una estrategia ideal para la 

prevención o el tratamiento debería dirigirse a la agregación de Aβ, la neuroinflamación y el estrés 

oxidativo al mismo tiempo (Mangialasche et al., 2010; Yang et al., 2021). Atravesar la barrera 

hematoencefálica (BHE), la baja solubilidad de los fármacos y el tiempo de circulación de estos en 

el cuerpo, son los principales retos al desarrollar tratamientos para enfermedades 

neurodegenerativas, por lo que se han propuesto estrategias innovadoras para desarrollar 

fármacos, uno de estos enfoques es el uso de la nanotecnología y los sistemas de entrega de 

fármacos, dentro de los cuales destacan el uso de nanopartículas poliméricas o lipídicas, debido a 

su biocompatibilidad y facilidad de síntesis (Fang et al., 2010). Se ha demostrado que los compuestos 

provenientes de algas marinas tienen propiedades antinflamatorias, protegiendo al cerebro de la 

neuroinflamación, el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial (Oliyaei et al., 2023).  

El objetivo de este trabajo fue investigar el efecto antiinflamatorio de las nanopartículas hibridas 

polímero-lípido funcionalizadas con transferrina (Tf) cargadas con puntos de carbono (CD) y 

fucoxantina (Fx), un carotenoide marino con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 
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neuroprotectoras, que inhibe la activación del factor nuclear kappa beta (NF-κB) (Lee et al., 2021). 

Se evaluaron 4 genes importantes implicados en la neuroinflamación como lo son la proteína 

precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés), proteína ácida fibrilar glial (GFAP, por sus siglas 

en inglés), interleucina 6 (IL-6) y la proteína de unión al Ca2+ (S100β), usando un modelo de astrocitos 

de rata estimulados con lipopolisacárido (LPS). El uso de Tf permite dirigir la formulación de NPs al 

cerebro, utilizando microscopía confocal de barrido se detectó la fluorescencia proveniente de los 

CD en un modelo de pez cebra (Danio rerio). 

1.1 Antecedentes 

1.1.1 Enfermedad de Alzheimer 

En 1906 Alois Alzheimer reportaba durante un congreso en Tübingen, Alemania, se reportaba el 

primer caso de la enfermedad, una mujer de 51 años con un caso muy particular de demencia, como 

causas una lesión en el cerebro causado por “focos” formados por estructuras con forma de semillas 

y cambios en las propiedades de las fibrillas (Stelzmann et al., 1995). La enfermedad de Alzheimer 

(EA) es una enfermedad crónica neurodegenerativa, caracterizada por la pérdida progresiva de la 

memoria, cambios de personalidad y deterioro cognitivo (Haes et al., 2005), enfermedad para la 

cual no existe un diagnóstico preciso o cura, y termina con el desarrollo de demencia y posterior 

muerte, usualmente en personas mayores a 65 años (Leng & Edison, 2021). Esta enfermedad no 

solo afecta al paciente debido al deterioro cognitivo, sino que también disminuye la calidad de vida, 

lo que repercute en las relaciones personales, familiares e incluso en los aspectos profesionales; es 

decir, tiene un impacto social, emocional y económico. (Ghanemi, 2015; Tahami Monfared et al., 

2022). 

La EA es la principal causa de demencia, contribuye con un 60 a 70 % de todos los casos, se estima 

que para el año 2023, más de 55 millones de personas a nivel mundial padecían demencia (World 

Health Organization, 2023), y se proyecta que para el año 2050 sean más de 153 millones de 

personas con este padecimiento (Alzheimer’s Disease International, 2022). 
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La EA puede ser clasificada de acuerdo con el tiempo de inicio, siendo denominada EA de inicio 

temprano (EOAD, por sus siglas en inglés) y EA de inicio tardío (LOAD, por sus siglas en inglés). La 

EOAD contribuye del 3-5% de los casos, afectando a personas menores de 65 años, esto atribuido a 

mutaciones en genes como APP, presenilina 1 y 2, que afectan el procesamiento y acumulación de 

la proteína beta amiloide. Mientras que a la LOAD se le atribuye el restante 95 – 97 % de los casos, 

afectando en su mayoría a personas mayores a los 65 años, esta clasificación se debe a factores 

riesgo como la edad, mutaciones en APOE4 e historial familiar (Pradhan & Jana, 2024).  

Independientemente de la clasificación anterior, existe otra clasificación de acuerdo con la 

progresión de la enfermedad, desde la aparición de cambios en el cerebro hasta el desarrollo de la 

demencia y sus diferentes fases, denominándose como el “continuo” de la EA, se puede clasificar 

en: 

• La fase preclínica, se caracteriza por la ausencia de síntomas a pesar de que pueda existir 

cambios en el cerebro, como la acumulación de proteína βA o Tau. 

• La fase de deterioro cognitivo leve, se tiene evidencia de la acumulación anormal de 

biomarcadores en el cerebro, además de la aparición de síntomas relacionados con la 

pérdida de memoria, lenguaje y pensamiento, sin afectar la ejecución de tareas diarias. 

Demencia debido a la EA: En esta etapa ya son notables los problemas con la memoria, el lenguaje, 

pensamiento y también aparecen problemas conductuales, afectando la calidad de vida e 

impidiendo el desarrollo de las tareas diarias. También se clasifica de acuerdo con su gravedad: 

• Demencia leve: La persona afectada puede ser independiente y llevar a cabo su vida diaria 

sin mucho problema, sin embargo, para desarrollar plenamente sus actividades es necesario 

la ayuda de otra persona. 

• Demencia moderada: Se presentan problemas más graves con la memoria y lenguaje, 

aparece la confusión, reconocimiento de personas cercana y se complica la realización de 

tareas diarias como el aseo personal, se comienza la etapa de incontinencia y cambios en el 

comportamiento. 
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• Demencia severa: Se disminuye la habilidad del lenguaje y se requiere asistencia las 24 h del 

día debido a la restricción de movimiento causada por la neurodegeneración, el paciente se 

encuentra en silla de ruedas o cama (Alzheimer’s Association, 2024a) .  

1.1.2 Fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer  

Dentro de las principales características asociadas a esta patología se encuentran la agregación de 

proteína β amiloide (βA) en placas amiloides, la hiperfosforilación de la proteína Tau que resulta en 

la formación de los ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT) (Blennow et al., 2010), la 

glicoproteína ApoE4, la cual actúa como una molécula de unión favoreciendo la agregación de βA e 

impidiendo su eliminación (Holtzman et al., 2011); y mutaciones en los genes de la proteína 

precursora amiloide (APP) y presenilina (PSEN1 y PSEN2) que se relacionan con el incremento de 

producción de proteína β amiloide (Goate et al., 1991). 

1.1.3 Hipótesis de la cascada amiloide 

Un aumento en la producción de péptidos insolubles βA se relaciona a mutaciones en genes como 

APP, PSEN1, PSEN2 y el alelo APOE4 (Weggen & Beher, 2012). La producción de los péptidos βA se 

debe a la proteólisis de la proteína transmembranal amiloide precursora (APP), llevada a cabo por 

la enzima BACE1 (-site APP cleaving enzime 1). El desequilibrio en la generación o eliminación de 

los péptidos βA resulta en la agregación de las diferentes formas fisiopatológicas de βA, tales como 

oligómeros βAo, protofibrillas, fibrillas (βAf) y por último placas amiloides (Figura 1). Los oligómeros 

de la proteína β amiloide  (βAo) denominados también como ADDLs (Lambert et al., 1998), se 

consideran como la principal causa de los desórdenes neurodegenerativos debido a su carácter 

tóxico (Lacor et al., 2007). Se ha encontrado que la toxicidad de βA se relaciona con la capacidad de 

la proteína de atravesar la bicapa lipídica de las neuronas, lo cual induce la despolarización de las 

membranas neuronales debido a la entrada de iones Ca2+, produciendo neurodegeneración y 

disfunción sináptica (Chakroborty & Stutzmann, 2014; Disterhoft et al., 2006). 
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Figura 1. BACE1 y el ciclo de producción de las diferentes formas de los agregados de βA. Los dímeros, 
oligómeros, protofibrillas y placas βA siguen siendo objetivos atractivos para tratar la enfermedad de 
Alzheimer. Tomada y modificada de Hampel et al., 2021. 

 

Las placas amiloides promueven la formación de ovillos neurofibrilares, activación de microglía y 

astrocitos (produciendo una respuesta inflamatoria), la homeostasis iónica, el estrés oxidativo (EO), 

niveles reducidos de neurotransmisores, neuroinflamación y neurodegeneración (Oddo et al., 

2008), lo que resulta en daño neuronal, atrofia de la corteza cerebral, pérdida de la memoria, y 

finalmente, demencia (Alzheimer’s Association Report, 2020). 

Se ha reportado que algunas mutaciones en los genes de la proteína Tau, inducen la agregación en 

ovillos neurofibrilares de forma independiente, sin embargo, existe cierta relación entre la 

formación temprana de las placas amiloides y la agregación de Tau. Otros efectos derivados de la 

formación de placas amiloides incluyen: homeostasis iónica, estrés oxidativo, niveles reducidos de 

neurotransmisores, neuroinflamación y neurodegeneración (Selkoe & Hardy, 2016), derivando en 

el deterioro de la memoria y cognición (Figura 3). 

A este suceso de eventos que parten de la agregación de la proteína βA se le conoce como la 

hipótesis de la cascada amiloide y presenta una vía de tratamiento centrada en la disminución de 

los niveles de proteína βA y así prevenir la pérdida sináptica, con el fin de evitar el desarrollo de los 

biomarcadores característicos de la enfermedad de Alzheimer (Min et al., 2019). 
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Figura 2. Factores asociados con la acumulación de péptido βA, mutaciones en genes como APP, PSEN 1 y 
PSEN2, el alelo APOE4 entre otros factores incrementan la síntesis o limitan la eliminación de βA, ocurre la 
hiperfosforilación de Tau, llevando a la disfunción sináptica, muerte neuronal y deterioro cognitivo. Tomada 
y modificada de Matos y Souza-Talarico, 2019.  

1.1.4 Neuroinflamación y astrocitos en la enfermedad de Alzheimer  

La neuroinflamación se define como una respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central que 

puede ser causado por múltiples factores como lo son: estímulos o daños. El proceso está marcado 

por la producción de citocinas, como IL-1β, IL-6, IL-18, TNF; quimiocinas como CCL1, CCL5 y CXCL1, 

moléculas mensajeras pequeñas (prostaglandina y óxido nítrico) y especies de oxígeno reactivas 

(ROS, por sus siglas en inglés). Estos marcadores están producidos principalmente por microglía, 

astrocitos, células endoteliales y sangre que se ha infiltrado debido a un daño bioquímico o 

mecánico en la BHE (DiSabato et al., 2016; Ferrucci & Fabbri, 2018; Leng & Edison, 2021).  

El equilibrio de oxidación-reducción es un componente clave en todos los procesos biológicos, la 

oxidación puede causar daño a las biomoléculas, interrumpiendo la señalización celular redox 

fisiológica y conduciendo a un estado transitorio conocido como estrés oxidativo. El estrés oxidativo 

se define como un desequilibrio agudo entre la producción de ROS y los sistemas de defensa 

antioxidantes. El cerebro, que es un órgano metabólicamente muy activo, tiene una baja capacidad 

de regeneración celular y, por tanto, es vulnerable a los efectos nocivos de la sobreproducción de 
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ROS (Llanos-González et al., 2020). Particularmente en la EA, el cerebro está marcado por un exceso 

de ROS y metales bioactivos como cobre, hierro, zinc y magnesio, que pueden promover la 

agregación de βA en placas y Tau hiperfosforilado en ovillos neurofibrilares (Ionescu-Tucker & 

Cotman, 2021), esto promueve el depósito de placas seniles en una etapa pre sintomática de la 

enfermedad promueve la activación de la microglía, posteriormente, los astrocitos adquieren un 

fenotipo proinflamatorio que amplifica el daño neuronal (Cao et al., 2018).  

Los astrocitos son células gliales especializadas que forman el andamiaje de todo el sistema nervioso 

central (SNC) y se pueden encontrar en forma protoplásmica encontradas en la sustancia gris o en 

forma fibrosa en la sustancia blanca (Sofroniew & Vinters, 2010). Los procesos de los astrocitos 

contribuyen a la integridad de la BHE junto con las células endoteliales y las uniones estrechas, estas 

funciones de los astrocitos incluyen la regulación del flujo sanguíneo cerebral, el mantenimiento de 

la homeostasis de fluidos y neurotransmisores, la inducción de la formación de sinapsis, el soporte 

metabólico y neurotrófico para las sinapsis (Pekny et al., 2016). Los astrocitos también forman 

canales perivasculares únicos en el SNC, conocidos como sistema glinfático, que eliminan productos 

de desecho potencialmente neurotóxicos, incluidas la proteína βA y tau (Jessen et al., 2015). Se 

reconoce que los astrocitos responden a las agresiones patológicas (incluidas las lesiones mecánicas, 

la isquemia y los agregados anormales de proteínas) a través de la gliosis reactiva, que forma parte 

del proceso neuroinflamatorio (Figura 3) (Cao et al., 2018; Leng & Edison, 2021). A este cambio de 

los astrocitos se denominan como "astrocitos reactivos", este término se ha utilizado para describir 

los astrocitos activados que exhiben procesos hipertróficos y regulación positiva de la proteína 

GFAP, secretando algunos marcadores proinflamatorios importantes en la EA como IL-1β, IL-6, TNF-

α, COX-2, TGF-β, IK-1β y INFγ; quimiocinas como MIP-1α, CXCL10, CCL5, además de especies 

reactivas de oxígeno mediante la activación de rutas como NF-κβ, además de factores asociados a 

la inflamación como S100β (Meraz-Ríos et al., 2013; Price et al., 2021) . Se ha propuesto que se 

pueden expresar los fenotipos A1 y A2 de astrocitos reactivos, dependiendo del tipo de daño la 

respuesta es diferente, los astrocitos A1 tienen una respuesta inflamatoria y responden a la propia 

neuroinflamación a través de la vía NF-κB (Figura 9); mientras que la isquemia induce el fenotipo A2 

a través de la vía de transductores de señal y activadores de STAT3, que están marcadas por la 

expresión de factores neurotróficos, promoviendo la supervivencia y el crecimiento de las neuronas 

(Liddelow and Barres, 2017; Leng and Edison, 2021). 
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Por lo tanto, restaurar la función fisiológica de la microglía y los astrocitos podría ser una nueva 

modalidad de tratamiento para la terapia de la EA. Se pueden desarrollar diferentes estrategias para 

modular la función del sistema inmunitario de las células en la neuroinflamación, como reducir la 

expresión de citocinas, inhibir la liberación de citocinas y evitar que las citocinas se unan a sus 

receptores (Ozben & Ozben, 2019). Además, el estrés oxidativo junto con la neuroinflamación 

pueden inducir aún más la secreción y la agregación de βA, lo que sugiere que la estrategia ideal de 

prevención o tratamiento contra la EA debe apuntar a la agregación de βA, la neuroinflamación y el 

estrés oxidativo, al mismo tiempo (Mangialasche et al., 2010).  

 

Figura 3. La activación de microglía y astrocitos se ve inducida por depósitos de la proteína βA, así como la 
generación de marcadores proinflamatorios. La producción aguda de moléculas del sistema complemento 
(C1q, C3 y C5), citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-α), quimiocinas (CCL2, MIP-1α, MIP-1β e IL -8) regulan 
la eliminación de la proteína βA. Sin embargo, la inflamación crónica podría promover una mayor expresión y 
alteración del procesamiento de APP, depósito de βA, fosforilación de Tau y neurodegeneración. Las células 
gliales generan óxido nítrico (NO) que promueve el estrés oxidativo. Este ambiente favorece la producción de 
COX-2 en las neuronas conduciendo a la apoptosis. Se ha propuesto que las células gliales podrían modular la 
supervivencia neuronal mediante la producción de TGF-β y factores neurotróficos (BDNF y NGF), la progresión 
de la enfermedad da como resultado una falla en la reparación de las neuronas. Abreviaciones: interleucina 1 
(IL-1), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), factor de necrosis tumoral α (TNF- α), factor de crecimiento 
transformante β (TGF- β), ciclooxigenasa-2 (COX-2), proteína inflamatoria de macrófagos 1 α (MIP-1α) y 
proteína inflamatoria de macrófagos 1 β (MIP-1β). Modificada de Meraz-Ríos et al., 2013. 
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1.2 Barrera hematoencefálica 

La BHE está compuesta por un endotelio microvascular, astrocitos, membrana basal, pericitos y 

neuronas que se encuentran físicamente cerca del endotelio (Figura 4 a). Todos estos elementos 

forman parte de la unidad neurovascular funcional. En condiciones fisiológicas, la BHE garantiza un 

suministro constante de nutrientes (oxígeno, glucosa y otras sustancias) para las células cerebrales 

y guía a las células inflamatorias para que respondan a los cambios del entorno local. Las células 

gliales y las neuronas pueden regular la función de los vasos sanguíneos en respuesta a los requisitos 

metabólicos (Persidsky et al., 2006). Las rutas de transporte de fármacos a través de la BHE se 

producen a través de vías que incluyen la vía paracelular y transcelular, la transcitosis mediada por 

receptores, la transcitosis mediada por células, la transcitosis mediada por transportadores y la 

transcitosis mediada por adsorción (Figura 4 b) (Choudhari et al., 2021). 

 

Figura 4. Barrera hematoencefálica a) estructura y composición y b) mecanismos para atravesar la BHE: 1. 
Transcitosis mediante transportadores, 2. Transcitosis mediante receptores, 3. Transcitosis mediada por 
células, 4. Vía lipofílica, 5. Bombas de Eflujo, 6. Transcitosis absorbente y 7. Vía paracelular, tomada y adaptada 
de Wu et al., 2023. 

 

Las células endoteliales microvasculares cerebrales (BMVEC), situadas en la interfaz entre la sangre 

y el cerebro, realizan funciones biológicas esenciales, como la barrera, el transporte de 

micronutrientes y macronutrientes, la señalización mediada por receptores, el tráfico de leucocitos 

y la osmorregulación. Los sitios de contacto entre las células endoteliales se componen de: uniones 

estrechas, compuestas de proteínas como la ocludina, claudina, zonula occludens (ZO)-1, ZO-2, ZO-

3, y cingulina; uniones adherentes (AJ) compuestas de caderinas, cateninas, vinculina y actinina; y 

moléculas de adhesión de unión (JAMs) (Figura 5) (Doolittle et al., 2005; Kurz et al., 2022). 
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Figura 5. Las uniones estrechas están formadas por 3 proteínas integrales de membrana: claudina, ocludina y 
cingulina. Las uniones adherentes se componen del complejo de caderina, catenina y vinculina. Ambos tipos 
de unión se unen al citoesqueleto vía cingulina mediante ZO-1, ZO-2 y ZO-3. Tomada y modificada de Kadry 
et al., 2020. 

 

Entre las uniones estrechas de las células endoteliales, existe una brecha de solo 4 a 6 nm (Yang 

et al., 2023). Aproximadamente un 98 % de los medicamentos de molécula pequeña y el 100 % de 

los medicamentos macromoleculares son “rechazados” por la BHE debido a esta razón (Wang et al., 

2021). Por ello, el desarrollo de elementos diagnósticos y (o) terapéuticos que necesiten atravesar 

la BHE es uno de los grandes retos.  

Dada la complejidad funcional y estructural de la barrera hematoencefálica, es necesario el uso de 

un modelo de BHE in vivo, para evaluar la permeabilidad de fármacos de forma eficaz y precisa. 

Estudios previos sobre el desarrollo y la maduración de la barrera hematoencefálica en peces cebra 

han demostrado que la BHE se desarrolla gradualmente a las 72 h de vida del embrión (Jeong et al., 

2008). Es estructuralmente similar a vertebrados superiores, con proteínas de unión estrecha y 

sistemas de transporte activo. Estos estudios sugieren que el pez cebra podría utilizarse como 

organismo modelo experimental para el análisis de fármacos que penetren la barrera 

hematoencefálica (Xie et al., 2010; Zeng et al., 2017) 
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1.3 Tratamientos actuales para la enfermedad de Alzheimer 

1.3.1 Inhibidores de acetilcolinesterasa 

Hoy en día los únicos fármacos que demuestran una reducción en los síntomas de la enfermedad 

de Alzheimer son los inhibidores de acetilcolinesterasa (encargada de degradar el neurotransmisor 

acetilcolina), este tipo de fármaco actúa mejorando la función colinérgica de sinapsis neuronal (Da 

Silva et al., 2011). Algunos de estos fármacos aprobados para el tratamiento sintomático de la EA 

son la tacrina, rivastigmina, galantamina, carbalatina y donepezilo. También se encuentra la 

memantina un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) que puede reducir la 

neurotoxicidad de los aminoácidos excitatorios en la escisión sináptica y reducir la apoptosis 

neuronal. Estos medicamentos presentan ciertas contraindicaciones entre ellos náuseas, vómitos, 

pérdida de apetito y aumento de la frecuencia de las deposiciones. (Alzheimer’s Association, 2024; 

Peng et al., 2023) .  

1.3.2 Inhibición de β-Secretasa (BACE1)  

Los inhibidores de secretasas actúan bloqueando la enzima encargada de escindir la APP, evitando 

la formación de los péptidos βA y su posterior agregación. Estos inhibidores pueden ayudar a reducir 

la progresión de Alzheimer, siendo el objetivo principal en la búsqueda de un tratamiento para 

combatir la enfermedad de Alzheimer (Yan & Vassar, 2014). Al inhibir completamente la proteína 

BACE1, se observó que BACE2 no producía péptidos βA, siendo BACE1 la secretasa responsable de 

la generación esta proteína y posteriormente de las placas amiloides, haciendo viable la inhibición 

de esta enzima (Fluhrer et al., 2002; Portelius et al., 2011). Algunos inhibidores que se han probado 

para reducir los niveles de βA, son: LY2886721®, Verubecestat®, Lanabecestat® y Elenbecestat®.  

Entre los efectos adversos que presentan este tipo de inhibidores destacan: daño en la plasticidad 

sináptica y memoria, cambios relacionados a la ansiedad, neurodegeneración, hipopigmentación 

del pelaje, aumento de la masa de células b pancreáticas, disminución de la glucosa en sangre y 

hepatotoxicidad en animales o humanos, náuseas, mareo, dolor de cabeza, herpes labial, pesadillas, 
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erupciones cutáneas, pérdida de peso y eventos adversos neuropsiquiátricos, sin presentar una 

mejora cognitiva (Cebers et al., 2016; Harrison et al., 2003; Hsiao et al., 2019; Kennedy et al., 2016; 

May et al., 2015; Wessels et al., 2020; Yan & Vassar, 2014). No obstante, es posible que estos efectos 

se presenten debido a la administración de dosis inadecuadas (Wessels et al., 2020), se ha 

demostrado que la proteína βA tiene funciones fisiológicas positivas relacionadas con la plasticidad 

sináptica y la memoria, los monómeros de βA tienen una función protectora para neuronas en 

desarrollo y maduras, por lo cual la producción de esta proteína no puede ser totalmente inhibida 

(Giuffrida et al., 2009; Puzzo et al., 2008). 

Recientemente la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) ha 

impulsado la aprobación de fármacos para la EA, entre ellos se encuentra aducanumab el cual fue 

descontinuado debido a efectos secundarios, y lecanemab. Actualmente este último es el único 

fármaco aprobado para tratar la EA, lecanemab se une a las protofibrillas solubles de βA, reduciendo 

los niveles de la proteína, como resultado se obtuvo una mejoría del deterioro cognitivo en un 27 % 

en comparación con el grupo placebo (Knopman, 2023). A pesar de este gran avance en la terapia 

basada en la reducción de la proteína βA, aún quedan muchos aspectos de la enfermedad que no 

se consiguen entender completamente, por lo que se sugiere que el uso de modelos con alto valor 

translacional, la terapia combinada y personalizada, es la dirección a seguir para formular la terapia 

adecuada para esta enfermedad (Zhang et al., 2023).  

1.4 Compuestos antioxidantes  

Los antioxidantes son sustancias que reducen el daño provocado por las ROS y pueden retrasar o 

prevenir la aparición de reacciones antioxidantes de los radicales libres. Los antioxidantes se pueden 

clasificar en: carotenoides, enzimas, tripéptidos, hormonas, sustancias químicas asociadas a lípidos, 

minerales, compuestos fenólicos, saponinas, esteroides y vitaminas. Estos antioxidantes son 

capaces de contrarrestar los efectos dañinos de la oxidación. Los antioxidantes son las sustancias 

que inhiben el proceso de oxidación de otras moléculas, suprimen la reacción oxidativa al eliminar 

los intermediarios de radicales libres (Singh et al., 2017). 
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1.4.1 Puntos de carbono en la enfermedad de Alzheimer  

El carbono, un elemento presente en todas las formas de vida orgánica, desempeña un papel crucial 

en los avances recientes en el campo de los nanomateriales. Desde el grafito tridimensional y el 

grafeno bidimensional hasta el óxido de grafeno y los nanotubos de carbono unidimensionales, los 

materiales basados en carbono siguen generando gran entusiasmo en la comunidad científica 

debido a sus propiedades excepcionales y su amplio potencial en diversas aplicaciones. La 

investigación en áreas como la química, la ingeniería y la ciencia biomédica se ha centrado en el 

desarrollo y la aplicación de nuevos nanomateriales funcionales (Peng et al., 2017). 

En 2004, mediante la purificación de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT por sus siglas 

en inglés) a partir del hollín, se aislaron dos nuevas clases de nanomateriales por electroforesis: 

carbono tubular corto y una mezcla de nanopartículas fluorescentes derivadas de los SWCNT, con 

un tamaño promedio de 18 nm (Xu et al., 2004). Los puntos de carbono (CD) han atraído 

considerable atención debido a su fotoluminiscencia (PL), alto rendimiento cuántico (QY), baja 

toxicidad, tamaño reducido, buena biocompatibilidad y bajo costo, lo que les confiere aplicaciones 

significativas en áreas como la catálisis, los dispositivos optoelectrónicos, la lucha contra la 

falsificación, y la biomedicina, incluidos los sistemas de liberación de fármacos (Liu et al., 2020; 

Magesh et al., 2022; Maiti et al., 2019) 

Se ha encontrado que los puntos de carbono inhiben la fibrilación de los péptidos βA40 y βA42 

(Figura 6 a), mediante el ensayo de fluorescencia Tioflavina T (ThT); a partir de los resultados de 

dicroísmo circular se determinó un retraso en la formación de las fibrillas, al observar el cambio de 

la estructura de la proteína. También se descubrió que los CD eran eficaces para inhibir la actividad 

de BACE1 (Figura 6 b) y retrasar la formación de especies tóxicas de βA 42 in vitro. Además, estos 

CD se funcionalizaron con transferrina (Tf) y se evaluaron en un modelo de Danio rerio, logrando 

atravesar la BHE y observando mediante microscopia de fluorescencia confocal (Figura 6 c); 

resaltando un excelente potencial efecto teranóstico para el tratamiento de la EA (Han et al., 2017). 

Por otro lado, los CD sintetizados a partir del método de ablación laser han demostrado tener un 

efecto en la enfermedad de Alzheimer al retrasar la fibrilación de los péptidos βA, a través de los 

análisis de fluorescencia ThT y microscopia electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en inglés). 
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Los experimentos de viabilidad celular revelaron que la presencia de los CD podría reducir en gran 

medida la citotoxicidad de βA42. Además, también se observó la disminución de los depósitos de 

βA42 y el aumento de la actividad biológica en un modelo EA de Caenorhabditis elegans (CL2006) 

(H. Li et al., 2022). 

 

Figura 6. Efecto de los puntos de carbono en la enfermedad de Alzheimer: a) retraso en la formación de las 
fibrillas de βA40 y βA42, b) los puntos de carbono son capaces de inhibir la enzima BACE1 y c) la fluorescencia 
de los CD conjugados con transferrina permite constatar la presencia de estos en el cerebro del pez (Han et al., 
2017).  

 

Se ha demostrado que los CD catalizan la oxidación de un sustrato de peroxidasa (TMB) en presencia 

de H2O2 produciendo un color azul. Estos CD se utilizaron con éxito para la detección de glucosa y 

peróxido de hidrógeno en función de la reacción de TMB (Shi et al., 2011), a partir de este trabajo, 

los CD con actividad catalítica han ganado considerable interés.  Una de las propiedades que se ha 

reconocido de los CD es su actividad antioxidante, como eliminador de radicales libres (Innocenzi & 

Stagi, 2023). Además, los CD exhiben una excelente actividad depuradora contra los radicales libres 

in vitro: OH (86.8%), O2− (89.8%) y ABTS (75.8%). Así mismo, disminuyen los niveles de citocinas 

proinflamatorias: TNF-α, IL1β e IL-6. Este estudio muestra que los CD inhiben eficazmente el daño 

por estrés oxidativo a través de una actividad similar a la de una enzima para la terapia 

antiinflamatoria (Dong et al., 2022). Los CD sintetizados través de la oxidación de carbón activado, 

presentaron los grupos funcionales: carboxilo, hidroxilo y carbonilo; los cuales le conferían una 

actividad antioxidante similar a la enzima SOD (Gao et al., 2023). Otra propiedad de los CD que se 
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ha reconocido recientemente es su actividad antioxidante, es decir, la capacidad de actuar como 

eliminador de radicales libres.  

Además, los CD se han propuesto como agentes nanotransportadores de medicamentos contra 

enfermedades neurodegenerativas o tumores cerebrales, debido a que, por su tamaño y capacidad 

de funcionalizarse con transferrina, cruzan fácilmente la BHE, no producen nanotoxicidad y pueden 

liberar medicamentos en su sitio de acción (Ashrafizadeh et al., 2020). 

1.4.2 El carotenoide marino: fucoxantina 

Como se mencionó anteriormente, los compuestos antioxidantes están presentes en distintas 

fuentes naturales. En este campo las algas han comenzado a ganar interés gracias a los compuestos 

que contienen y la gran disponibilidad para obtenerlas, las microalgas pardas como: Undaria, 

Laminaria, Eisenia, Sargassum, Dictyota, Fucus y Myagropsis; y las microalgas: Phaeodactylum, 

Cylindrotheca, Isochrysis, Cyclotella sp., Nitzschia sp., Prymnesium, Chaetoceros, Odontella, 

contienen un compuesto antioxidante llamado fucoxantina (Fx) (Oliyaei et al., 2023).  

 

Figura 7. La fucoxantina es un carotenoide obtenido de las algas pardas, el cual es de color naranja con un 
PM: 658.91 g/mol, su estructura química presenta un enlace aleno (C=C=C) característico de este carotenoide. 
Abreviaciones: Peso molecular (PM). 

 

La Fx tiene un peso molecular de 658.91 g/mol, posee un enlace alénico, un grupo 5,6-monoepóxido 

y grupos carbonilo conjugados en la cadena de polienos (Oliyaei et al., 2023). Es un carotenoide de 

color naranja presente en algas pardas y puede considerarse el carotenoide marino más abundante 
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(Figura 7); usado como suplemento alimenticio y como pigmento en la industria cosmética 

(Lourenço-Lopes et al., 2021). La Fx tiene gran potencial farmacéutico puesto que presenta distintos 

tipos de actividades como: anti-oxidante, anti-tumor, anti-obesidad, anti-diabética, antialérgica, 

anti-hipertensiva, pro-apoptótica, anti-inflamatoria, elimina de radicales, hepato y neuro-

protectora (Jung et al., 2016; Leong et al., 2022). 

La Fx inhibe la actividad del NF-κB y la fosforilación de MAPK en macrófagos RAW 264.7 estimulados 

por LPS, NF-κB es un factor de transcripción de mamíferos que controla varios genes, incluidos iNOS, 

COX-2, TNF-α, IL-1β e IL-6, los cuales son relevantes para la inmunidad y la inflamación (Figura 8), 

estos genes han sido regulados al añadir Fx en macrófagos RAW264.7 estimulados mediante LPS 

(Kim et al., 2010). Se ha evaluado el efecto de la Fx extraída del alga Phaeodactylum tricornutum 

en diferentes tipos de células (macrófagos derivados de la médula ósea, células dendríticas y 

astrocitos) con inflamación inducida por LPS/ATP. Se encontró que el nivel de citocinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α se redujeron en presencia de 40 µg de Fx, además, se 

redujo la expresión de genes de respuesta inflamatoria y citocinas (Lee et al., 2021). Mediante el 

análisis de acoplamiento molecular utilizando herramientas computacionales y la evaluación de IC50 

(la mitad de la concentración inhibitoria máxima) se ha logrado inhibir la enzima BACE1 con Fx (Jung 

et al., 2016).  

 

Figura 8. Ruta del factor nuclear kβ (NF-kβ) para la expresión de marcadores pro inflamatorios, la respuesta 
inflamatoria se ve inducida por una variedad de compuestos o estímulos fisicoquímicos, dando como 
resultado la secreción de marcadores pro inflamatorios. Adaptada de Mirzaei et al., 2021. 
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Se ha demostrado que la Fx produce efectos neuroprotectores en la enfermedad de Alzheimer al 

prevenir la agregación de βA, inhibir el estrés oxidativo y reducir la neuroinflamación (Chen et al., 

2023; Cho et al., 2018).  

La Fx se degrada rápidamente durante la digestión intestinal y el flujo intestinal reduce aún más su 

biodisponibilidad, además, la permeabilidad de la BHE de la Fx no es ideal, lo que lleva a que el su 

efecto en el cerebro sea limitado (Chen et al., 2023). 

1.5 Transferrina  

Debido a la BHE, la entrega de fármacos en cerebro sigue siendo uno de los mayores retos para 

tener un tratamiento efectivo, a pesar del desarrollo de numerosos compuestos farmacológicos y 

nanomedicina diseñadas para este propósito. Una de las estrategias ampliamente utilizadas en la 

literatura es el uso del transporte mediante receptores, en este caso, basados en la acumulación de 

los agentes terapéuticos en el cerebro mediante el uso del receptor de transferrina. 

El receptor de transferrina es responsable del transporte de hierro al parénquima cerebral para 

mantener la homeostasis del hierro, que es de gran importancia para el metabolismo, la 

conductividad neuronal y por lo tanto, la función cerebral adecuada (Leitner & Connor, 2012). Así 

mismo, el receptor de transferrina tiene una alta expresión en células endoteliales del cerebro, 

eritrocitos y en varios tipos de células tumorales; mientras que la expresión en otras células es baja, 

lo cual lo hace un receptor muy importante y único para la entrega de fármacos en el cerebro (Mo 

et al., 2019).  

1.6 Sistema de entrega de fármacos  

Como se mencionó anteriormente, la actividad de los CD en la enfermedad de Alzheimer es bastante 

prometedora; sin embargo, la conjugación con moléculas diana, como la transferrina, reduce su 

actividad debido a la modificación de los grupos funcionales en la superficie (Han et al., 2017). Es 

fundamental que los CD se administren sin modificar su superficie para aprovechar su potencial 
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terapéutico en la EA. Por otro lado, la Fx presenta baja solubilidad y limitada permeabilidad a la BHE 

(Chen et al., 2023; Yang et al., 2021), lo que hace necesario desarrollar sistemas de entrega de 

fármacos, particularmente dirigidos a superar la BHE. 

Dentro de las estrategias que se han utilizado para mejorar el transporte de fármacos al parénquima 

cerebral, se incluyen: la modificación química de fármacos, la apertura química u osmótica de las 

uniones estrechas, la interrupción física de la BHE y el uso de portadores/transportadores 

específicos. Las NP modulan la biodistribución, prolongan la circulación sanguínea, disminuyen la 

toxicidad y mejoran el perfil de seguridad de los fármacos (Kumar et al., 2017). Además, es posible 

modular el tamaño, potencial zeta, polidispersidad, composición y realizar modificaciones de la 

superficie, lo cual puede aprovecharse para modificar las NPs con un receptor específico como la Tf, 

de esta forma se disminuye la interacción no específica del fármaco/transportador en el cuerpo y 

se asegura la captación específica en el cerebro (Sethi et al., 2022). 

Anteriormente, se ha estudiado el uso NPs híbridas polímero-lípido para la encapsulación de 

compuestos con actividad antioxidante. Este sistema se conforma de tres componentes funcionales 

distintos: un núcleo polimérico hidrofóbico de ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA) que encapsula 

fármacos poco solubles en agua con altos rendimientos de carga; una capa lipídica de lecitina de 

soya (HSPC) que rodea el núcleo para proporcionar una cubierta altamente biocompatible y 

promover la retención del fármaco dentro del núcleo polimérico; y una capa de polietilenglicol (Col-

PEG), este polímero hidrofílico fuera de la cubierta lipídica mejora la estabilidad de las NPs y la vida 

útil de la circulación sistémica (Chan et al., 2009; Fang et al., 2010).  Debido a los grupos carboxilo 

presentes en la capa externa de las NPs, es posible conjugar la molécula de Tf y formar un sistema 

para la entrega de fármacos a través de la BHE utilizando la transcitosis mediada por receptores. 

Se ha encapsulado Fx en NPs de PLGA-PEG, se sugiere que la adición de PEG incrementa la 

penetración de la BHE y podrían inducir la liberación sostenida de fucoxantina cargada en la 

solución, lo que podría disminuir en gran medida la degradación o el metabolismo y, por lo tanto, 

mejorar la concentración y/o biodisponibilidad de Fx in vitro (Yang et al., 2021). Sin embargo, no se 

ha demostrado la permeabilidad de este tipo de NPs para atravesar la BHE en un sistema in vivo, a 

la fecha no hay algún estudio que profundice en los sistemas de liberación híbridos polímero-lípido 
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para el caso de la Fx, por esta razón es importante continuar la investigación en este tema (Oliyaei 

et al., 2023).  

Por lo tanto, en este trabajo se propone un sistema de entrega de fármacos basado en NPs de PLGA-

Col-PEG-2000-HSPC conjugadas con Tf, el cual presenta características químicas adecuadas para 

conservar las propiedades de los CDs y de la Fx. Este sistema permite encapsular los compuestos en 

el núcleo de PLGA, mientras que el recubrimiento con Col-PEG-2000 puede aumentar la circulación 

y biodisponibilidad. Además, los CD pueden utilizarse de forma teranóstica debido a su 

fotoluminiscencia y actividad en la EA, junto con el encapsulamiento de la Fx, un carotenoide 

antioxidante con capacidad antiinflamatoria. Hasta la fecha de este escrito el efecto combinado 

antiinflamatorio de Fx y CD aún no ha sido investigado. 

1.7 Justificación 

En la actualidad, no existe cura o tratamiento para prevenir la enfermedad de Alzheimer, es la 

principal causa de demencia y afecta a más de 55 millones de personas en todo el mundo, causando 

estragos a nivel personal, económico, social y profesional, esta enfermedad se caracteriza por 

disminuir la calidad de vida de los pacientes hasta necesitar de ayuda las 24 horas del día. Los 

tratamientos actuales se enfrentan a una gran variedad de retos, dentro de los cuales se encuentran 

el cruce de la BHE, la baja biodisponibilidad del fármaco y generalmente no obtienen el efecto 

esperado, generando que los resultados de un tratamiento en contra de la enfermedad presenten 

más efectos adversos que una mejoría de los síntomas.  

Los avances recientes en el tratamiento de la EA incluyen la aprobación de Lecanemab, un 

anticuerpo monoclonal que se dirige a los agregados de proteína Aβ, lo que ralentiza la progresión 

de la EA. Sin embargo, muchos aspectos de la enfermedad siguen sin comprenderse por completo. 

Varias hipótesis sobre la patogénesis de la EA proponen que una estrategia ideal para la prevención 

o el tratamiento debería dirigirse simultáneamente a la agregación de Aβ, la neuroinflamación y el 

estrés oxidativo. En este contexto, se han sugerido numerosos enfoques, dentro de ellos los 

compuestos de algas marinas se muestran prometedores debido a sus propiedades antioxidantes y 

antiinflamatorias para tratar las enfermedades neurodegenerativas, protegiendo al cerebro de la 



20 

neuroinflamación, el estrés oxidativo y la disfunción mitocondrial. La investigación presentada aquí 

tiene como objetivo investigar más a fondo los efectos antiinflamatorios de la Fx, un carotenoide 

marino con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras, que inhibe la 

activación de NF-κB. Incorporando CD en las NPs podremos inhibir la fibrilación y toxicidad de Aβ, y 

rastrear la permeabilidad de las nanopartículas a través de la BHE en un modelo de pez cebra (Danio 

rerio) debido a sus propiedades fluorescentes. 

1.8 Hipótesis 

Las nanopartículas híbridas cargadas con puntos cuánticos de carbono (CD) y fucoxantina, tendrán 

un efecto antiinflamatorio en astrocitos de rata. 

1.9 Objetivos 

1.9.1 Objetivo general 

Estudiar el efecto antiinflamatorio de puntos de carbono y fucoxantina, provenientes de 

nanopartículas híbridas en astrocitos de rata. 

1.9.2 Objetivos específicos 

• Sintetizar nanopartículas híbridas cargadas con puntos de carbono y fucoxantina, para 

evaluar su efecto antiinflamatorio en astrocitos de rata. 

• Determinar la respuesta antiinflamatoria de los puntos de carbono y fucoxantina, en 

astrocitos de rata. 

• Constatar que las nanopartículas híbridas conjugadas con transferrina, atraviesan la barrera 

hematoencefálica en un modelo de Danio rerio (pez cebra). 
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Capítulo 2.  Metodología 

La metodología para la síntesis y caracterización de las NPs se observa en la Figura 9, la síntesis de 

puntos de carbono se llevó a cabo mediante termólisis del ácido cítrico, los cuales se mezclaron con 

fucoxantina y se añadieron a la solución de PLGA, se conjugó el PEG con transferrina y se agregó a 

la solución de lecitina de soya, para después mezclar ambas soluciones lentamente. Se caracterizó 

mediante microscopia electrónica de transmisión (TEM), dispersión dinámica de luz (DLS), 

espectroscopia de fluorescencia (PL), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), 

y cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). Se evaluó la eficiencia de encapsulación de los 

puntos cuánticos y de la fucoxantina en las NPs. Así como la expresión de genes relacionados a 

marcadores proinflamatorios en astrocitos de rata, los cuales se estimularon con LPS para tener un 

modelo de la enfermedad de Alzheimer. Finalmente, la funcionalización de las NPs con transferrina 

permitió observar fluorescencia proveniente de los CD en el cerebro del pez cebra (Danio rerio). 

Figura 9. Esquema de la metodología general de este trabajo. 1) Síntesis de CD a partir de ácido cítrico, 2) 
conjugación de PEG-CHO con holo-transferrina y síntesis de NPs, 3) caracterización de las NPs mediante TEM, 
DLS, FTIR y PL, 4) determinación de la capacidad de carga, 5) evaluación en células, citocompatibilidad en 
CCD1112SK y expresión de marcadores pro inflamatorios en RA005 (astrocitos de rata), 6) evaluación de las 
NPs en el modelo de BHE animal Danio rerio. 

2.1 Materiales 
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Se utilizaron los siguientes reactivos para la reacción de conjugación de la transferrina: CHO-

PEG2000-COOH (Col-PEG-COOH) (Nanosoft Polymers, EUA; 3042-2000), 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropilo) carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, EUA; E7750), N-hidroxisuccinimida (NHS) 

(Sigma-Aldrich, EUA; 130672), holo-transferrina (TF) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos de America 

(EUA); T0665), filtros Microsep™ Advance (Cytiva/Pall Life Sciences, EUA; MCP010C46). Para la 

síntesis de las NPs se utilizaron los siguientes reactivos: ácido cítrico monohidratado (C1909, Sigma 

Aldrich), fucoxantina (HY-N2302, MedChemExpress), hidróxido de sodio (NaOH, Fermont, 36902), 

ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA, Nanosoft Polymers, EUA;11088-20-50K), lecitina de soya 

(HSPC) (Nanosoft Polymers, EUA; 26372), Tampón fosfato salino 1X (PBS, por sus siglas en inglés). 

TRIzol® (Sigma-Aldrich, EUA; 93289) para la extracción de ARN y tricaína (HY-W011777, 

MedChemExpress) para anestesiar los peces. 

2.2 Conjugación de colesterol PEG-COOH y transferrina 

Se llevó a cabo la conjugación del Col-PEG y la Tf mediante el método acoplamiento de carbodiimida. 

Se agregó EDC y NHS a la solución de Col-PEG-COOH para activar los grupos carboxilo y formar un 

éster NHS, el cual reacciona con la amina primaria de la Tf, dando lugar al compuesto conjugado 

mediante la formación de un enlace amida, en una reacción química click (Liu et al., 2015; Ramalho 

et al., 2023; Vargas-Barona et al., 2024). 

Se añaden las soluciones de EDC (100mM, 100 µL) y NHS (100 mM, 200 µL) a la solución de Col-PEG-

COOH (1mM, 600 µL) para sonicar durante 10 min. Después se agregó transferrina (2 mg/mL, 600 

µL) a la solución anterior y se dejó en agitación de 200 rpm por 24 h a una temperatura de 22 °C. 

Pasado este tiempo, se utilizaron filtros Microsep™ Advance con un tope de peso molecular (MWCO, 

por sus siglas en inglés) de 10 kDa, para realizar lavados mediante centrifugación (9000 rpm por 12 

minutos), con la finalidad de concentrar la solución, retirar el exceso de agua y eliminar las moléculas 

libres. La solución resultante se resuspendió en agua y se almacenó durante 24 h a -80 °C, finalmente 

se liofilizó durante otras 24 h, a una presión de vacío de 0.011 mbar y -56 °C, en un liofilizador 

FreeZone 1 (Labconco, EUA). Para confirmar la conjugación se analizó el compuesto conjugado Col-

PEG-Tf, mediante espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en 

inglés), en el espectrofotómetro Cary 630 (Agilent Technologies, EUA) en modo de reflectancia total 
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atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) con un rango espectral de 4000 a 500 cm−1, una resolución 

de 2 cm−1 y 16 escaneos (Figura 10). 

 

Figura 10. Metodología para la conjugación de Col-PEG-COOH con transferrina. Se agregan NHS y EDC a 
100mM a la solución de Col-PEG-COOH a 1mM. Se homogeneiza la mezcla por baño ultrasónico durante 10 
min, después se agrega la solución de Tf (2mg/mL) mientras se encuentra en agitación (200 rpm) durante 24h. 
El conjugado se recupera mediante centrifugación, para después congelar a -80 °C (24h), liofilizar (24 h) y 
analizar el polvo resultante mediante espectroscopia FTIR. Creado en: BioRender.com. 

2.3 Síntesis de puntos de carbono mediante termólisis de ácido cítrico 

La síntesis de los CD se llevó a cabo mediante la termólisis de ácido cítrico monohidratado. Se 

distribuyeron 25 g de ácido cítrico en un recipiente de vidrio, y se colocó en el horno Lindberg/Blue 

M (Thermo Fisher Scientific) a 180 °C durante 40 h, en presencia de aire atmosférico (Amato et al., 

2021). El producto obtenido se caracteriza por tener un color café-naranja, después de enfriarse se 

pulverizó al mortero para conseguir un polvo naranja (Guo et al., 2014). Se obtuvo una solución de 

ph 4 al mezclar 3 g de CD con 6.6 mL de agua desionizada, para neutralizar la solución se utilizaron 

5 mL de NaOH 5 M, la reacción se realizó a 50 °C en baño María, con agitación constante a 700 rpm 

durante 40 min, este proceso modula el tamaño de los CD (Martindale et al., 2015). La solución de 

CD neutralizados se congeló a -80 °C por 24 h y luego se liofilizó durante 31 h (Guzmán Uribe, 2022). 

Finalmente se corroboró la fotoluminiscencia en un espectrofotómetro de fluorescencia (Figura 11). 
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Figura 11. Metodología para la síntesis de puntos de carbono mediante la termólisis de ácido cítrico a 180 °C 
durante 40 h, se neutralizaron los CD con NaOH 5 M durante 40 min, 700 rpm a 50°C en baño maría, para 
después congelar a -80 °C (24 h), liofilizar (31 h) y finalmente analizar mediante espectroscopia de 
fotoluminiscencia. Creado en: BioRender.com.  

2.4 Síntesis de nanopartículas híbridas PLGA 

Las NPs hibridas polímero lípido de PLGA-HSPC-Col-PEG-Tf (NPs) se sintetizaron a partir de una 

metodología de nanoprecipitación y autoensamblaje modificada (Ahmaditabar et al., 2017; Fang 

et al., 2010). Las soluciones stock se describen a continuación: PLGA disuelto en acetonitrilo a una 

concentración de 2.5 mg/mL, HSPC a 1 mg/mL y Col-PEG-Tf 1 mg/mL disueltos en una solución de 

EtOH al 4%, CD 5 mg/mL y Fx 1 mg/mL disueltos en PBS.  

Para formar la solución orgánica se agregan 20 µl de la solución de CD y 2 µl de Fx a la solución de 

400 µl de PLGA (solas o combinadas). La fase acuosa se compone de 12.5 µl de HSPC y 200 µl de Col-

PEG-Tf añadidos a 1500 µl de EtOH al 4% en un vial ámbar con tapa, mientras se encontraba en 

agitación y calentamiento a 200 rpm y 65 °C, para asegurar el estado líquido de los lípidos. La 

solución orgánica se agregó a la solución acuosa lipídica a modo de goteo lento (1 mL/min) bajo 

agitación a 200 rpm. Posteriormente se agregaron 2400 µl de agua MiliQ, para después sonicar 

durante 5 min en un baño ultrasónico serie MH 2800 (Branson Ultrasonics, EUA). 
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Finalmente, se realizaron lavados para eliminar las moléculas libres y concentrar la solución, 

utilizando filtros Microsep™ Advance de 10 kDa y centrifugación a 12000 xg durante 3, 6, 12 y 18 

min. Se resuspendió la solución resultante en 1 ml de PBS y se congela por 24 horas a -80 °C, antes 

de llevar a liofilizar durante 24 horas (Figura 12). En caso de resaltar que se utilizaron NPs frescas, 

estas no pasan por el proceso de congelación ni liofilización. 

 

Figura 12. Metodología para la síntesis de NPs híbridas polímero-lípido. La preparación de las soluciones se 
lleva a cabo previo a la síntesis de las NPs. El PLGA se disolvió en acetonitrilo, los lípidos en etanol al 4% y los 
compuestos bioactivos en PBS. La fase orgánica con los compuestos bioactivos se agrega en forma de goteo 
lento a la solución acuosa, se agrega agua MiliQ y se sónica durante 7 min, se realizan los lavados por 
centrifugación y se obtienen las NPs. Creado en: BioRender.com. 

 

2.5 Caracterización morfológica y química de las nanopartículas 

2.5.1 Dispersión dinámica de luz (DLS)  

Se estudió el diámetro hidrodinámico, índice de polidispersidad (PDI, por sus siglas en inglés) y 

potencial Zeta (ζ) de las NPs mediante el método de DLS utilizando un Zetasizer Nano-Zs (Malvern 

Instruments, Reino Unido). Para obtener el diámetro hidrodinámico y PDI se utilizaron NPs frescas 

a una concentración de 100 µg/mL, considerando un índice de refracción de 0.142, PBS como 

dispersante y una temperatura de 25 °C. Se realizaron 3 mediciones, cada una con 10 corridas de 10 

segundos. Para el análisis de potencial zeta se utilizó una celda DTS1070, se realizaron 3 mediciones, 

cada una con 100 corridas. 
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2.5.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier  

Para analizar la composición química y determinar los grupos funcionales de los materiales 

sintetizados, se utilizó un espectrofotómetro Cary 630 (Agilent Technologies, EUA) en modo de ATR 

con un rango espectral de 4000 a 500 cm−1, una resolución de 2 cm−1 y 16 escaneos. Se analizaron 

las NPs liofilizadas, los precursores en polvo (HSPC, Col-PEG, Tf, Col-PEG-Tf, PLGA y CD) y la Fx en 

líquido. 

2.5.3 Morfología de las NPs mediante Microscopia electrónica de transmisión 

(TEM) 

Se prepararon las NPs depositando 10 μL de la solución a 200 µg/mL, sobre una rejilla de cobre con 

tamaño de malla 400 y membrana de Formvar/carbono durante 1 min, después de la incubación se 

absorbió el excedente con papel filtro para posteriormente realizar una tinción negativa con una 

solución de acetato de uranilo al 2%, colocando 10 μL e incubando durante 1 min. Pasado este 

tiempo, se eliminó el exceso de con un papel filtro y se secó al aire a 25 °C durante 2 h.  

El análisis se realizó en un microscopio electrónico de transmisión Hitachi H-7500 (Hitachi, Ltd., 

Japón) a un voltaje de aceleración de 80 kV. Se obtuvo un grupo representativo de micrografías de 

las de NPs, se midió un grupo representativo de NPs seleccionadas al azar para determinar el tamaño 

promedio de la muestra con el software ImageJ (National Institutes of Health & Laboratory for 

Optical and Computational Instrumentation, EUA).  

2.5.4 Fotoluminiscencia de los CD y nanopartículas híbridas  

Para determinar la fotoluminiscencia de los CD y de las NPs, se utilizó un espectrofotómetro de 

fluorescencia Hitachi F-7000 modelo 5J1-0003. Las NPs se prepararon a una concentración de 1 

mg/mL en agua Mili-Q, mientras que los CD se prepararon a 5 mg/mL y se sonicaron por 30 min 

antes de medir sus espectros de excitación y emisión. Los espectros de excitación se obtuvieron en 

un rango de 280-500 nm con longitudes de onda de emisión de 400, 450, 500, 550 y 600 nm. Los 
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espectros de emisión se midieron en un rango de 350-700 nm con longitudes de onda de excitación 

de 330, 350, 380, 400 y 450 nm.  

2.6 Encapsulamiento de fucoxantina y CD en las nanopartículas híbridas 

2.6.1 Fucoxantina 

Se determinó la cantidad de Fx cargada en las NPs híbridas, mediante el uso de una curva estándar 

de calibración la cual se realizó de 1 a 10 µM de Fx libre, obtenida a partir de la lectura de la densidad 

óptica (D.O.) a 450 nm en un lector de placas Epoch (BioTek, EUA) (Yang et al., 2021). Para obtener 

la Fx a partir de las NPs, se agregaron 800 µl de metanol al 95% por gramo de NPs liofilizadas con la 

finalidad de romper las NPs y liberar el compuesto, se dejó incubar durante 1 h en la oscuridad. 

Pasado el tiempo se centrifugó la solución a 12000 xg durante 1 min, para colocar un triplicado de 

200 µl en una placa de 96 pozos y llevar a medir la absorbancia. 

2.6.2 Puntos de carbono 

Al igual que la fucoxantina, se realizó una curva de calibración de 10 a 100 µg, mediante la medición 

de la fotoluminiscencia de los CD en el espectrofotómetro de fluorescencia. Se recolectaron los 600 

µL utilizados para medir la concentración de la fucoxantina, la muestra se protegió de la luz y se 

midió la concentración de CD en el espectrofotómetro de fotoluminiscencia a una longitud de onda 

de excitación de 370 nm. 

Para ambos casos, la concentración de los compuestos se obtuvo de acuerdo con la fórmula:  

 D. O.𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 =  D. O.muestra − D. O.control (1) 

donde D.O. encapsulado corresponde a la lectura de la muestra (D.O. muestra) menos la lectura proveniente 

del metanol usado como muestra control (D.O. control). 
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2.7 Cultivo celular 

2.7.1 Pruebas preliminares con CCD1112Sk y estimulación con LPS  

Para evaluar los distintos tratamientos, se emplearon fibroblastos dérmicos de prepucio de neonato 

humano, CCD-1112Sk (American Type Culture Collection, EUA; CRL-2429), las cuales crecieron con 

el medio de mantenimiento Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibiótico-antimicótico (AA) en 

incubación con atmosfera húmeda, 5% de CO2 a 37 °C. Además, se implementó un modelo de 

inflamación in vitro agregando lipopolisacárido (LPS) al cultivo celular para tener una inducción 

genes proinflamatorios y de esta forma hacer un acercamiento a las condiciones que genera la 

enfermedad de Alzheimer. 

2.7.2 Ensayo de citocompatibilidad mediante MTT 

Se sembraron 7500 células por pozo en una placa de 96 pozos, dejando incubar durante 24 hrs a 37 

°C, 5% CO2, para dejar adherir las células a la placa. Pasado el tiempo se remueve el medio de cada 

pozo, para ser reemplazado con medio preparado con los tratamientos y compuestos libres, para 

incubar durante otras 24 hrs. En este ensayo se evaluó 300, 200 y 100 µg de CD; 40, 20 y 10 µM de 

Fx, así como la combinación de las distintas concentraciones de CD y Fx. Además, se evaluaron las 

concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ng/mL de LPS en las células CCD1112SK siguiendo el mismo 

protocolo de incubación durante 24 hrs. 

Después de cumplir el tiempo de incubación, se retiró el medio con el tratamiento y se realizó un 

lavado con 100 µL de PBS 1X (pH 7.4) para evitar la contribución de color del tratamiento a la lectura 

de absorbancia posterior, una vez realizado el lavado se añadieron 90 µL de medio y 10 μL de 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 28 2,5-difeniltetrazolio (MTT) a una concentración de 5 

mg/mL, para incubar a 37 ℃, 5% CO2 durante cuatro horas con la finalidad de formar cristales de 

formazán en presencia de células metabólicamente activas. Finalmente, se añadieron 100 μL de 

ácido clorhídrico (HCl) 0.01 M con dodecilsulfato sódico (SDS) al 10% como solución solubilizadora 
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y se incubó durante 18 h, tras lo cual, se leyó la placa a 570 nm en un espectrofotómetro Epoch 

(BioTek, EUA). El porcentaje de viabilidad celular se calculó mediante la siguiente Ecuación 2: 

 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) =
D. O.muestra − D. O.blanco

D. O.control − D. O.blanco
 𝑥100 (2) 

donde: D.O.muestra es el valor de los pozos con tratamiento, D.O.blanco es el valor de los pozos que 

contienen la solución de MTT sin células, a las 24. D.O.control corresponde a los pozos sin tratamiento.  

2.7.3 Cultivo de astrocitos de rata estimulados con LPS  

La línea celular de astrocitos de rata RA-005 (IXCells Biotechnologies) se cultivó hasta obtener el 

80% de confluencia, utilizando el medio basal de astrocitos suplementado con SFB, AA al 1% y el 

suplemento de crecimiento de astrocitos (MD-0039, IXCells Biotechnologies). 

 

Figura 13. Astrocitos de rata (RA-005) estimulados con 100 ng/mL de LPS durante 24 h, y los tratamientos 
utilizados para el ensayo de MTT. Abreviaciones: fucoxantina (Fx), puntos de carbono (CD), nanopartículas 
(NPs). 

 

 Se estimuló con LPS a una concentración de 100 ng/mL durante 24 hrs, además se utilizaron las 

concentraciones seleccionadas de los compuestos bioactivos para encapsularlas en las NPs, siendo 

así que se evaluaron en los astrocitos estimulados con LPS: 100 µg de CD, 10 µM de fucoxantina, 
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100 µg de CD combinados con 10 µM de fucoxantina, NPs vacías, NPs Fx, NPs CD y NPs CDFx, todas 

a 1 mg/mL (Figura 13), este tratamiento se realizó durante 24 hrs. Se llevó a cabo el procedimiento 

para MTT descrito en el anterior párrafo.  

2.8 Expresión de genes proinflamatorios en astrocitos de rata 

Se realizó una búsqueda de secuencias de oligonucleótidos de los genes seleccionados (Tabla 1), 

para su uso posterior en los ensayos de expresión de genes por medio de qPCR. 

Tabla 1. Genes implicados en el proceso de neuroinflamación en la EA. 

Gen Relación con la EA Referencia 

GAPDH 
Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa es utilizado como gen de referencia, se 

expresa consistentemente al mismo nivel en todas las muestras bajo investigación 

Coulson 

et al., 2008 

IL-6 

La interleucina 6 es un componente de la formación de placas amiloide en la EA. 

Sus niveles se ven aumentados en el líquido cefalorraquídeo y en el plasma de 

pacientes con deterioro cognitivo leve. 

Lyra E Silva 

et al., 2021 

S100β 

Proteína de unión al Ca2+ que expresan los astrocitos reactivos, resultado de la 

neuroinflamación, se relaciona con el procesamiento de la APP y BACE1.  

Cristóvão y 

Gomes, 

2019 

APP 

El procesamiento de la proteína precursora amiloide genera la proteína βA, uno 

de los marcadores más importantes para la EA. La presencia de diferentes formas 

de βA en el cerebro promueve la inflamación.  

Hampel 

et al., 2021 

GFAP 

Proteína ácida fibrilar glial, es uno de los principales componentes de los 

filamentos intermedios de los astrocitos, y es considerado como uno de los 

marcadores de los astrocitos reactivos, se relaciona con daños en el cerebro.  

Lawrence 

et al., 2023 

2.8.1 Diseño de cebadores 

Posteriormente se realizó un estudio bioinformático de las secuencias obtenidas mediante: 

1. Primer-BLAST (Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en 

inglés), EUA) para el diseño de nuevos cebadores o comprobar la especificidad de los ya 

existentes por medio de Standard Nucleotide BLAST, en donde se puede realizar un análisis 

de E-value o verificar la especificidad por especie. 
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2. Thermo Fisher Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) y OligoAnalyzer 

Tool (Integrated DNA Technologies, Inc., EUA) para conocer la temperatura de alineamiento 

(Tm), el porcentaje de citosinas y guaninas (% CG) y la longitud de los cebadores. 

3. SnapGene (Dotmatics, Reino Unido), para la revisión de la secuencia completa del gen y 

verificación del alineamiento de cebadores, además de poder conocer el tamaño del 

amplicón. 

4. Primer3, para el diseño de secuencias faltantes en la literatura (Figura 14) 

PRIMER3: 

1. Se introdujo la secuencia en formato FASTA en el apartado solicitado 

2. Se seleccionó la especie  

3. Se verificó que las opciones “Pick primers left/right” se encontraran activas 

4. Seleccionar la opción “Pick Primers” 

 

Figura 14. Primer3web versión 4.1.0 utilizado para la generación de secuencias de oligonucleótidos a partir 
de: 1. La secuencia del gen de interés en formato FASTA. 2. Selección de la especie. 3. Seleccionar las 
opciones de “Pick Primers Left/Right” y 4. Seleccionar Pick Primers. 
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2.8.2 Extracción de ácido ribonucleico (ARN) de los astrocitos  RA-005  

Para llevar a cabo la extracción de ARN de las células estimuladas con LPS y posteriormente tratadas, 

se utilizó el reactivo TRIzol® (Sigma-Aldrich, EUA; 93289), siguiendo el protocolo establecido en el 

equipo de trabajo. Para la preparación de las muestras, las células se lisaron y homogenizaron 

directamente en la placa de cultivo utilizando 600 μL del reactivo TRIzol® por cada pozo. Este 

reactivo inhibe la actividad de las ARNasas, lo cual asegura la obtención de ARN intacto. Después de 

la homogenización de las muestras, se procedió a separar las fases utilizando 1-bromo-3-

cloropropano (60 μL por cada 600 μL de TRIzol utilizado), precipitando mediante centrifugación a 

12,000 × g durante 10 min a 4 °C, logrando así separar la muestra en 3 fases: una fase orgánica roja 

(que contiene las proteínas), una interfase (que contiene el ácido desoxirribonucleico, ADN) y una 

fase acuosa superior incolora (que contiene el ARN). Posteriormente, se aisló el ARN mediante la 

recuperación de la fase acuosa en un tubo nuevo. Con ayuda de 2-propanol (300 μL por cada 600 μL 

de TRIzol), la muestra de ARN se precipitó al fondo del tubo por centrifugación a 12,000 × g durante 

10 min a 4 °C. El pellet de ARN se lavó con EtOH al 75% (600 μL por cada 600 μL de TRIzol) mediante 

agitación por vórtex, y después se precipitó el ARN por centrifugación a 10000 × g durante 10 min a 

4 °C. Luego, se retiró el EtOH utilizado y el pellet de ARN se dejó secar durante 5-10 min al aire libre, 

evitando que se secara por completo para mantener su solubilidad, finalmente se resuspendió en 

30 μL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), sustancia química que elimina ribonucleasas, 

enzimas capaces de degradar el ARN, para preservar la calidad de la muestra obtenida (Figura 15). 

 

Figura 15. Protocolo para la extracción de ARN con TRIzol®. 1. Lisis y homogenización de células en placa. 2. 
Separación de fases con 1-bromo-3-cloropropano. 3. Aislamiento de la fase acuosa con 2-propanol. 4. Lavado 
del precipitado de ARN con EtOH al 75% y posterior secado. 5. Resuspensión del precipitado de ARN con agua 
DEPC. Abreviaciones: Ácido ribonucleico (ARN), Etanol (EtOH), Dietilpirocarbonato (DEPC). Modificado de: 
BioRender.com. 
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Se analizó el ARN obtenido mediante el análisis de D.O. en un espectrofotómetro NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) para evaluar su calidad y cantidad. Los ácidos nucleicos absorben 

la luz a una D.O. de 260 nm, las proteínas a 280 nm y los componentes fenólicos (TRIzol®) a 230 nm, 

para posteriormente determinar la pureza de los ácidos nucleicos mediante la relación de la D.O. a 

260/280 y 260/230 (Thermo Scientific, 2019). Se consideró lo siguiente:  

1. Para 260/280: un valor > 1.8 se considera de pureza aceptable, mientras que un valor de 2.0 se 

considera de pureza.  

2. Para 260/230: un valor entre 2.0 a 2.2 se considera una muestra pura de ácido nucleico. 

Finalmente se ajustó la concentración de cada muestra de ARN, se almacenaron a -20°C para 

utilizarse al día siguiente, o en caso de no utilizarse inmediatamente se almacenaron a -80 °C. 

2.8.3 Análisis de la expresión de genes proinflamatorios mediante qPCR 

Se evaluaron los genes GAPDH, GFAP, IL1, S00β y APP utilizando el Kit GoTaq 1-Step RT-qPCR 

System (A6020, PROMEGA), el cual realiza la síntesis de ADN complementario (ADNc) y una 

posterior detección por qPCR en una sola reacción. 

Se ajustó el protocolo del proveedor para trabajar con un volumen de reacción final de 10 μL, la 

concentración de ARN obtenido de cada muestra se preparó a 25 ng/μL y, posteriormente, se 

ajustaron las concentraciones de cada par de cebadores de los genes GAPDH, GFAP, IL1, S00β y APP 

a 100 nM. 

1. Se descongeló en hielo el agua libre de nucleasas y el GoTaq qPCR Master Mix 

2. Se agitó el GoTaq qPCR Master Mix, evitando la formación de burbujas 

3. Se determinan el número de reacciones (triplicado + el control negativo) 

4. Se prepara la mezcla de reacción (sin ARN) (Tabla 1) 
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5. Se agregan 6 μL de la mezcla de reacción a cada uno de los pozos  

6. Se agregan los 4 μL de ARN (agua para el control negativo) 

7. Se coloca el film MicroAmp™ (Thermo Fisher Inc., EUA) y se centrifugó unos segundos para 

precipitar la mezcla y evitar la formación de burbujas. 

Tabla 2. Componentes del kit GoTaq 1-Step RT-qPCR y su volumen por reacción adaptado a 10 μL, la 
concentración final de los cebadores se estableció a 100 nM y se consideraron 100 ng totales de ARN. 

Componente Volumen × reacción 

GoTaq qPCR Master Mix 5 μL 

GoScript RT Mix for 1-step RT-qPCR 0.2 μL 

Primer F (10 μM) 0.1 μL 

Primer R (10 μM) 0.1 μL 

Agua libre de nucleasas 0.6 μL 

ARN (25 ng/ μL) 4 μL 

 

Las reacciones se llevaron a cabo en un sistema de qPCR 7500 (Applied Biosystems, EUA), realizadas 

por triplicado en una placa de reacción óptica de 96 pozos MicroAmp™ (Thermo Fisher Inc., EUA), 

debido a que ayudan a garantizar la mayor uniformidad de temperatura y amplificación de las 

muestras. La placa fue cubierta con una película adhesiva óptica MicroAmp™ (Thermo Fisher Inc., 

EUA), la cual reduce la posibilidad de contaminación entre el contenido de cada pozo y la 

evaporación de las muestras. 

2.9 Cruce de la barrera hematoencefálica en un modelo de Danio rerio 

Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité de bioética del Centro de 

Investigación Científica y de Educación Superior de Ensenada, Baja California. Los ensayos se 

realizaron de acuerdo con el protocolo aprobado (ORGA_ACUA_2023_10) sin modificaciones. 
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2.9.1 Cría del pez cebra 

Se obtuvieron 10 peces cebra (wild type) a través de un proveedor local, se mantuvieron en una 

pecera rectangular de 20 L con sistema de recirculación de agua, a 27 °C y pH de 7.4, 𝑁𝐻3/𝑁𝐻4
+~ 0 

ppm (mg/L), 𝑁𝑂2
−~ 0 ppm (mg/L) y 𝑁𝑂3

−~ 0 ppm (mg/L). Con un ciclo de 14 hrs de luz comenzando 

a las 7:00 am seguido de 10 h de oscuridad. Se revisó la salud de los peces diario y se realizó 

mantenimiento cada 2 días cambiando el 50% del agua y revisando parámetros cada semana. 

2.9.2 Reproducción del pez cebra 

Para el proceso de reproducción del pez cebra, se colocaron 2 machos y 1 hembra en una pecera 

con 2 L de agua, colocando canicas en el fondo para asegurar la supervivencia de los embriones. Al 

día siguiente se retiraron los peces, dejándolos en peceras para descanso, se retiraron las canicas y 

se sifoneó el fondo para recuperar los embriones. Los embriones recolectados se someten a una 

limpieza manual y se incubaron en agua del sistema a 27 °C (Figura 16 a), en este punto se comienza 

a medir la edad de los huevos de pez cebra en horas post fertilización (hpf) o días post fertilización 

(dpf). Cada 24 hrs se realiza el cambio del 50% de agua y limpieza del fondo hasta llegar a los 5 dpf 

para realizar la microinyección (Figura 16 b). 

2.9.3 La barrera hematoencefálica: microinyección del pez cebra 

Para facilitar el manejo de las larvas se utilizó un gel de agarosa al 2% y un molde de surcos (Z-Molds, 

World Precission Instruments), se colocaron 25 mL del agua del sistema y 0.5 g de agarosa, 

calentando la solución en microondas en intervalos de 10 s hasta obtener una solución cristalina, 

posteriormente se deja enfriar en una placa de Petri de 100 mm y se coloca el molde, finalmente, 

se retira el molde una vez solidificado.  

Se preparó el equipo de microinyección Manual Microsyringe Pump (MMP, World Precission 

Instruments) de acuerdo con el manual de usuario, cargando 1 mL de solución de las NPs (Vacías, 

Fx, CD y CDFx) antes de anestesiar a los peces. Se anestesiaron 12 larvas de 5 dpf con tricaína (0.168 

mg/mL) durante 1 minuto, se microinyectaron las larvas sobre el molde de agarosa con 16.6 nL de 
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solución de las diferentes NPs a 1 mg/mL (Figura 16 c), después de la inyección, las larvas se 

transfirieron a una placa de reposo, dejando incubar durante 5 h para su posterior análisis mediante 

microscopia confocal (FV1000 Fluoview, filtro 430-460 nm, Olympus). Se microinyectaron 3 larvas 

por cada condición, como control se eligieron 3 larvas, las cuales no fueron inyectadas. 

 

Figura 16. Proceso de la microinyección de las larvas de Danio rerio, a) limpieza de los embriones al momento 
de recuperarlos, b) crecimiento de larvas a 1, 25, 72 hpf y c) microinyección de la larva sobre el molde después 
de aplicar anestesia durante 1 min. 
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Capítulo 3.  Resultados y discusión 

3.1 Conjugación Col-PEG-Tf 

En este trabajo se llevó a cabo la síntesis de NPs cargadas con CD y Fx, cuya composición involucra 

el uso de transferrina para lograr la entrega dirigida de fármacos en el cerebro, dado que el receptor 

de transferrina se encuentra sobreexpresado en las células endoteliales de los capilares cerebrales 

(Koneru et al., 2021). Los espectros de FTIR de los compuestos libres muestran los picos 

característicos de cada uno de los precursores, para la transferrina los picos se encuentran en 1540 

cm-1 para la amina II, 1653 cm-1 para la amina I, y el enlace amina en 3294 cm-1 (Ramalho et al., 

2023). Para el Col-PEG se encuentran los picos atribuidos a la vibración de estiramiento de los 

enlaces C-H en 2880 cm-1 y un pico en 1100 cm-1 correspondiente a la vibración de estiramiento de 

los enlaces –C-O-C- (Asadi et al., 2011; Yang et al., 2008). 

  

Figura 17. Espectros FTIR de 4000 a 600 cm-1 de los compuestos a) Col-PEG-Tf, b) Transferrina y c) Col-PEG. 

 

A partir de la síntesis y liofilización del compuesto conjugado se obtuvo un polvo de color naranja 

tenue, cuyo análisis en FTIR muestra los picos característicos de la transferrina y Col-PEG con un 

ligero desplazamiento, la amina II en 1541 cm-1 y la amina I en 1637 cm-1 y un pico resultante de la 
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vibración de estiramiento del enlace N-H en 3283 cm-1; los picos del Col-PEG se encontraron en 2884 

cm-1 para el enlace C-H y en 1105 cm-1 para los enlaces -C-O-C- (Figura 17), esta diferencia entre los 

picos sugiere que la conjugación del Col-PEG  y la Tf se ha llevado a cabo (Ramalho et al., 2023). 

3.2 Caracterización fisicoquímica de las nanopartículas 

Se obtuvieron los espectros de los compuestos individuales que componen las NPs, siendo así que 

para HSPC se encontraron los picos característicos de la vibración de estiramiento C-H y la vibración 

de flexión de C-H de las cadenas de ácidos grasos en 2917 cm-1, 2850 cm-1 y 1468 cm-1 (X. Zhao et al., 

2019); para el espectro del PLGA se encontraron los picos correspondientes al estiramiento de los 

grupos carbonilo (C=O) en 1740 cm-1, y los picos correspondientes al estiramiento del enlace éster 

(C-O) en 1084 cm-1 (Ramalho et al.,  2023; Wang et al., 2013).  Para los CD se obtuvieron los picos 

correspondientes al grupo carbonilo (C=O) en 1701 cm-1, además se encontró un pico en 1555 cm-1 

correspondiente al enlace C=C (Kung et al., 2020). Para la fucoxantina se encontraron los picos a 

3000 cm-1 y 2918 cm-1 correspondientes al grupo –CH, 1440 cm-1 para el grupo –CH2, el grupo C=C 

en 1020 cm-1 y un pico amplio correspondiente al grupo –OH en 3435 cm-1 (Arunkumar et al., 2023). 

 

Figura 18. Espectros FTIR de 4000 a 600 cm-1 de los compuestos a) CD, b) Fx, c) NPs, d) PLGA, e) HSPC y f) Col-
PEG-Tf. 
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Se determinó la composición química de las NPS cargadas mediante análisis de FTIR, el espectro de 

FTIR obtenido de las NPs contiene los picos característicos de cada uno de los reactivos utilizados 

en la síntesis (Figura 18); dentro de ellos se encuentran los picos característicos en 1540 cm-1 para 

la amina II, 1653 cm-1 para la amina I, y el enlace amina en 3294 cm-1 del conjugado Col-PEG-Tf, los 

grupos carbonilo del PLGA en 1701 cm-1, los ácidos grasos de la HSPC en 2917 cm-1 y 2850 cm-1 y no 

se encuentra ningún pico característico de los CD ni de la Fx, esto sugiere que la concentración 

encapsulada y la presencia de estos compuestos bioactivos en el centro del núcleo polimérico 

dificulta la detección aún más. 

3.3 Citocompatibilidad del LPS y compuestos libres 

Primero se realizó la prueba preliminar para determinar la concentración adecuada para la 

inducción de la inflamación en células CCD1112Sk partiendo de las concentraciones de 10, 100 y 

1000 ng/mL (Blank et al., 2022; Dong et al., 2022). A partir de este ensayo de MTT se encontró que 

una concentración de 100 ng/mL de LPS era la adecuada (Figura 19 a), ya que, esta no interfería con 

la viabilidad celular del cultivo, considerando la norma ISO 10993-5, la cual establece que un 

material evaluado mediante MTT por debajo del 70% se considera citotóxico (International 

Organization for Standardization, 2009). 

Para los CD no se encontró ningún efecto citotóxico en ninguna de las 3 condiciones evaluadas (100, 

200 y 300 µg/mL), se seleccionó la concentración de 100 µg/mL de CD. Las concentraciones de 10, 

20 y 40 µM de Fx, presentan una citocompatibilidad de 93.4%, 57.5 % y 25.3 %, respectivamente, 

eligiendo la de concentración a 10 µM debido a su porcentaje de viabilidad. Se evaluó la 

combinación de ambos compuestos en diferentes formulaciones, siendo más favorable la de 100 µg 

de CD y 10 µM de Fx, debido al aumento en la viabilidad celular (Figura 19 b).  

A partir de los resultados obtenidos del ensayo de citocompatibilidad en fibroblastos CCD1112SK, 

se observó el efecto citotóxico de la Fx al utilizar las concentraciones más altas de 40 µM y 20 µM 

libres, por lo cual se escogió la concentración de 10 µM, anteriormente se ha reportado que esta 

concentración no disminuye la viabilidad a menos de 70% (Almeida et al., 2018; Suwanmanee et al., 

2023). Por otro lado, los CD mostraron citocompatibilidad en todas las condiciones evaluadas, 
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además, los CD aumentan la citocompatibilidad en los tratamientos combinando ambos 

compuestos, por lo que se seleccionó la combinación de 100 µg de CD y 10 µM de Fx la cual presentó 

un aumento en la viabilidad, este efecto de aumento en la viabilidad ya se ha reportado 

anteriormente al agregar CD a células HEK-293 (Liu et al., 2021). A partir de estos resultados, se optó 

por encapsular estas concentraciones en los ensayos siguientes, se propone que el efecto de 

aumento de viabilidad se debe a la inhibición del daño causado por especies reactivas de oxígeno 

de los CD y la inhibición de la NF-κB por parte de la fucoxantina (Dong et al., 2022; Kim et al., 2010). 

 

Figura 19. Porcentajes de viabilidad celular en fibroblastos humanos CCD-1112Sk a) estimulados con LPS a 10, 
100 y 1000 ng/mL por 24 h, b) estimulados con LPS a 100 ng/mL durante 24 horas y posteriormente tratados 
con los compuestos libres durante 24 horas. Las barras verticales representan la desviación estándar de la 
media (±), n = 3 por grupo. ANOVA de una vía utilizando el análisis a posteriori de Turkey con p < 0.05. 

3.4 Encapsulación de los compuestos bioactivos 

A partir de los resultados obtenidos del ensayo de citocompatibilidad, se utilizaron 100 µg de CD y 

10 µM de Fx para encapsular en las NPs. Primero, se realizó la curva estándar a partir de la intensidad 

de la absorbancia obtenida en un lector de placas a 450 nm para la Fx (Figura 20a), para los CD se 

realizó a partir de la intensidad obtenida mediante espectroscopia de fotoluminiscencia a una 
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longitud de onda de 370 nm (Figura 20b). Para determinar la concentración de la Fx se utilizó la 

ecuación 3: 

 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐹𝑥 =  
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 + 0.1208

0.9955
 (3) 

mientras que para los CD se utilizó la ecuación 4: 

 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝐶𝐷 =
 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 − 4.1919

1.0263
 (4) 

 

Figura 20. Ensayo de liberación de los compuestos encapsulados, a) curva estándar de Fx obtenida mediante 
el lector de placas EPOCH, b) curva estándar de CD obtenida a partir de espectroscopía de fotoluminiscencia 
y c) porcentajes de encapsulación de los compuestos bioactivos. 
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Para la Fx encapsulada en las NPs Fx se obtuvo un 27.5% o 2.75 µM; mientras que para las NPs que 

encapsulan Fx y CD se obtuvo una encapsulación del 45% de la Fx inicial, es decir, encapsulamos 4.5 

µM (Figura 20c), se han sintetizado NPs de PLGA-PEG cargadas con Fx mediante el método de 

evaporación de solvente, con una eficiencia de encapsulación 48.44 % (Yang et al., 2021). Nuestro 

sistema de NPs CDFx se acerca un poco más a la eficiencia reportada anteriormente, sin embargo, 

para ello es necesario la adición de CD, mientras que no es directamente comparable, si nos da una 

idea de la cantidad de Fx que se encapsula actualmente, además esta variación del porcentaje de 

encapsulación se puede atribuir principalmente al método de síntesis de las NPs.  

  

Figura 21. Espectros de fotoluminiscencia de CD (línea negra), NPs Fx (línea naranja), NPs CD (línea azul) y NPs 
CDFx (línea morada) a una longitud de onda de excitación de 370 nm, se observa el efecto sinérgico en el 
aumento de encapsulación de CD. 

 

Los resultados obtenidos mediante fotoluminiscencia presentan el mismo comportamiento para las 

NPs cargadas con CD, la encapsulación de CD solos tiene un rendimiento del 6%, y la encapsulación 

de CD junto con la Fx aumentan la concentración a un 10%, correspondiente a 10 µg de CD (Figura 

20 c y 21), de forma similar, se han sintetizado NPs de PLGA cargadas con CD, las cuales tienen una 

eficiencia de encapsulación del 11.2% (Latronico et al., 2021). Este incremento de la concentración 

al momento de encapsular ambos compuestos en una sola NPs, sugiere que el sistema necesita de 

la encapsulación de un compuesto para mantenerse estable, esto debido a las interacciones 

electroestáticas de los compuestos y el núcleo polimérico (Jaiswal et al., 2022; Rosiuk et al., 2019). 
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3.5 Tamaño y morfología de las NPs 

Se obtuvieron NPs vacías con un diámetro hidrodinámico de 543.8 ± 45.5 nm, el cual se reduce a 

185.6 ± 7.9 nm al encapsular Fx. Los CD reducen aún más el diámetro hidrodinámico, siendo de 

123.8 ± 3.73 nm, y al encapsular ambos compuestos se obtiene un diámetro de 126.3 ± 7.8 nm. Se 

observó el efecto de la incorporación de los compuestos bioactivos, el cual causó una disminución 

de tamaño que puede atribuirse a las propiedades de los compuestos, siendo que el núcleo 

polimérico de las NPs interactúe con los CD y Fx para formar NPs más pequeñas y con una 

encapsulación mayor. La Fx por si sola tiene baja biodisponibilidad debido a su carácter hidrofóbico 

(Jaiswal et al., 2022), siendo que existe una relación entre el aumento de componentes hidrofóbicos 

y la obtención de NPs de menor tamaño (Tahir et al., 2019); mientras que los CD poseen grupos 

carboxilo en su superficie, esta presencia de grupos hidrofílicos contribuye a la estabilización de las 

NPs (Rosiuk et al., 2019). Se propone que estos resultados muestran que la disminución de tamaño 

es producto de las propiedades del compuesto encapsulado, siendo predominante el efecto de los 

CD, es decir, en este trabajo se obtuvo un tamaño menor al encapsular un compuesto con superficie 

hidrofílica.  

El PDI indica la distribución de tamaño de las NPs, se han establecido valores < 0.05 para muestras 

monodispersas, mientras que valores > 0.7 se atribuyen a muestras polidispersas (Mudalige et al., 

2019), en este caso se tiene un PDI de 0.679 para las NPs vacías, 0.166 para las NPs cargadas con Fx, 

0.301 para las NPs de CD y 0.387 para las NPs CDFx, estos resultados son esperados para sistemas 

poliméricos y/o lipídicos (Vargas-Barona et al., 2024). Se observó un efecto de reducción de 

polidispersidad al momento de encapsular los compuestos, como se discute anteriormente, la 

adición de compuestos en las NPs ayuda a regular el tamaño y también la distribución de tamaño. 

El potencial ζ obtenido para las distintas NPs sintetizadas en este trabajo se encuentra en -9.57 mV 

para las NPs vacías, -8.86mV para NPs Fx, -9.44 mV para las NPs CD y -11.9 mV para las NPs CDFX. El 

valor del potencial ζ varía de acuerdo a la química de la superficie, concentración de la muestra o 

tamaño de las NPs, pH de la solución y solvente (Mudalige et al., 2019). Este ligero incremento en 

el potencial ζ, nos confiere mayor estabilidad de las NPs, además, esta carga negativa sugiere que 

las NPs podrían evitar interacciones no especificas con la membrana celular debido a interacciones 

electroestáticas (Lin & Liu, 2012). 
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Tabla 3. Diámetro hidrodinámico, PDI y potencial ζ obtenido del análisis de DLS de las diferentes NPs. 

NP Vacías Fx CD CDFx 

Diámetro hidrodinámico  (d.nm) 543.8 ± 45.57 185.6 ± 7.9 123.8 ± 3.73 126.3 ± 7.8 

PDI 0.679 0.166 0.301 0.387 

Potencial ζ (mV) -9.57 ± 0.242 -8.86 ± 0.864 -9.44 ± 1.33 -11.9 ± 0.624 

3.5.1 Tamaño de las NPs por TEM 

Se obtuvieron las micrografías mediante TEM, a partir de las cuales podemos estudiar su morfología, 

para las NPs Vacías se observa una morfología esférica, siendo distinguible la capa lipídica (zona 

oscura) y el núcleo polimérico (zona clara) (Figura 24 a).  

 

Figura 22. Micrografías obtenidas mediante TEM, se observa la morfología esférica de las NPs a) Vacías y b) 
CDFX, teñidas con acetato de uranilo al 2% para contrastar la capa lipídica (zona externa oscura de la NP), a 
una amplificación de 40 x (barra de escala: 200nm). 
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Las NPs Vacías tienen un tamaño de 223.5 nm ± 68.1 nm y se encuentran dispersas, para las NPs Fx 

se obtuvo un tamaño de 208 nm ± 15.04 nm (Figura 24 b), mientras que para las NPs CDFx se observa 

la misma forma esférica polímero-lípido característica, con un tamaño de 88.74 nm ± 27.4 nm, sin 

embargo, se alcanzan a distinguir aglomeraciones o cúmulos de NPs (Figura 24 c). 

3.6 Citocompatibilidad de las NPs en astrocitos de rata 

Antes de trabajar con el ensayo de citocompatibilidad es necesario llevar el cultivo de astrocitos de 

rata a una confluencia (densidad celular) del 80% de la placa sembrada, para lograr esto con los 

astrocitos de rata se requiere un tiempo de 10 días al sembrar 7500 cel/mL (Figura 22). Una vez se 

tiene la densidad celular deseada, se procede a estimular con 100 ng/mL de LPS durante 24 horas, 

para después agregar los tratamientos durante 24 horas más. 

 

Figura 23. Astrocitos de rata (IXCells Biotechnologies) sembradas a una densidad de 7500 cel/mL, a) a 24 
horas, b) 3 días, c) 7 días y d) 10 días. Amplificación 4x, barra de escala: 1000 µm. 
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Los CD aumentaron la viabilidad celular a un 130%, mientras para la Fx y la combinación CD y Fx no 

se presentó ningún cambio significativo en la viabilidad. Para las NPs vacías se observó un efecto en 

la reducción de la viabilidad celular de 74.75 %, las NPs con Fx tuvieron una viabilidad del 70.22%, 

las NPs con CD tuvieron un 69.13% y las NPs encapsulado ambos compuestos tuvieron una viabilidad 

del 92.18% (Figura 23). 

 

Figura 24. Porcentajes de viabilidad celular en astrocitos de rata estimulados con LPS a 100 ng/mL por 24 h y 
tratados con los compuestos bioactivos libres y las NPs cargadas durante 24 horas. Las barras verticales 
representan la desviación estándar de la media (±), n = 3 por grupo. ANOVA de una vía utilizando el análisis a 
posteriori de Turkey con p < 0.05. 

 

La evaluación de la viabilidad celular en astrocitos muestra el efecto al momento de agregar NPs 

vacías la viabilidad decae a 74.7%, al evaluar las NPs con Fx se obtuvo una viabilidad del 70.22%, 

mientras que las NPs con CD tuvieron un 69.13%, esta viabilidad tan baja se atribuye al porcentaje 

de encapsulamiento de los compuestos en estos sistemas de NPs, que eran del 27.5% y 6% para la 

Fx y CD respectivamente, por lo cual prevalece el efecto de reducción de viabilidad las NPs vacías, 

además de que los compuestos no se liberan inmediatamente. Esto se refuerza aún más al momento 

de evaluar las NPs cargadas con CD y Fx juntos, se consigue aumentar la viabilidad celular al 92.18%, 

esto se atribuye tanto a la citocompatibilidad de los CD, como también a la liberación retardada de 
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los compuestos bioactivos desde las NPs, además de una mayor concentración encapsulada de 

ambos compuestos en estas NPs (45% Fx y 10% CD). También se puede atribuir este efecto al 

tamaño de las NPs, dado que las NPs CDFx son más pequeñas. 

3.7 Diseño de cebadores 

En la tabla 4 se muestran las secuencias recopiladas de la literatura y/o diseñados, cada secuencia 

se muestra con su temperatura de fusión (Tm), numero de pares de bases, porcentaje G/C y el 

tamaño del amplicón resultante. Estas secuencias se sintetizaron para usarse posteriormente en 

ensayos de qPCR. Para el caso de los cebadores del gen APP se utilizó el software PRIMER3 para 

generar las secuencias de los cebadores. 

Tabla 4. Secuencias y características de los cebadores a evaluar mediante qPCR en astrocitos de rata. 
Abreviaciones: temperatura de fusión (TF), pares de bases (Pb), guanina (G) y citosina (C). 

3.7.1 Evaluación de la neuroinflamación mediante qPCR  

Se evaluó el efecto de las NPs en los astrocitos de rata estimulados con LPS, de esta forma se 

observará si hay una disminución o aumento en la expresión relativa de los genes APP, GFAP, S100β 

Gen 
Gen 

ID 
Secuencia TF Pb G/C% 

Tamaño 

amplicón (Pb) 
Referencia 

GAPDH 2597 
F: GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 58 20 55 

105 
Obaid 

et al., 2023 R: GAGAAGGCAGCCCTGGTAAC 59 20 60 

IL-6 3569 
F: GCCCTTCAGGAACAGCTATGA 59 21 52 

80 
Wang et 

al., 2010 R:TGTCAACAACATCAGTCCCAAGA 58 23 43 

S100B 6285 
F: GGAGAGAGGGTGACAAGCAC 58 20 60 

142 
Obaid 

et al., 2023 R: CCATCCCCATCTTCGTCCAG 59 20 60 

APP 351 
F: CCTGCTCTACAACGTCCCTG 60 20 60 

237 PRIMER3 
R: CCAAAAGGATGCCACGGTTG 60 20 55 

GFAP 2670 
F: GCGAAGAAAACCGCATCACC 59 20 55 

77 
VanRyzin 

et al., 2021 R: TTTGGTGTCCAGGCTGGTTT 59 20 50 
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e IL-6, los cuales están implicados en la EA (Tabla 1). Primero se realizó la comparación entre un 

grupo con células control (sin tratamiento) y el grupo de células estimulados con 100 ng/mL LPS 

durante 24 hrs. Para APP y GFAP se observa una tendencia a aumentar la expresión relativa en el 

grupo de astrocitos de rata estimulados, mientras que para los genes de IL-6 y S100β, la expresión 

relativa aumentó significativamente al compararse con la expresión del grupo control (Figura 25). 

 

Figura 25. Niveles de expresión de genes relacionados a neuroinflamación en astrocitos de rata estimulados 
con 100ng/mL de LPS por 24 h. Las barras verticales representan el error estándar de la media (±), n=3 por 
grupo. Análisis t de Student de dos colas con p < 0.05. 

 

El aumento de expresión de genes proinflamatorios al agregar LPS en células gliales ha sido 

ampliamente revisado, esta inducción está dada por la activación de la NF-κb a través del TLR4 al 

agregar LPS (Kim et al., 2010; Mirzaei et al., 2021). Los resultados obtenidos mediante qPCR en 

astrocitos de rata estimulados con LPS muestran un aumento en la expresión de los genes APP 

(1.17x), GFAP (1.308x), IL-6 (2.638x) y S100β (4.65x) al inducir inflamación con 100 ng/mL de LPS, 

estos resultados concuerdan con lo reportado para IL-6 (Lee et al., 2021), S100B, GFAP (Seady et al., 

2025) y APP (Zheng et al., 2020). 

Así mismo, se obtuvieron los resultados de las células evaluadas con cada uno de los tratamientos. 

Para el gen de APP se observa un efecto inhibidor al agregar Fx (1000x), NPs Fx (250x) y también en 

las NPs CDFx (9.17x), hasta la fecha de la escritura de esta tesis no se ha reportado una reducción 

en el gen de APP al usar Fx, solamente se ha reportado que la Fx inhibe la enzima BACE1 (Jung et al., 

2016). Para los CD (1.045x) y la combinación de CDFx (1.12) no se observa ningún efecto 
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significativo, por último, se determinó un aumento significativo de 1.5x para las NPs Vacías y de 

1.42x para NPs CD. 

Para GFAP se observa que los compuestos libres no redujeron la expresión, mientras que, si se 

redujo la expresión en las células tratadas con NPs Vacías (1.675x), NPs Fx (2.118x), NPs CD (14.97x) 

y las NPs CDFx (45.45x), siendo en este último tratamiento en donde se presentó la mayor reducción 

de expresión relativa, en este caso el efecto de reducción se atribuye a la adición de NPs y la 

liberación progresiva de los tratamientos. 

 

Figura 26. Niveles de expresión de genes relacionados a neuroinflamación en astrocitos de rata con 
estimulación de 100 ng/mL LPS por 24 h, tratadas con las distintas formulaciones de compuestos libres y NPs. 
Las barras verticales representan el error estándar de la media (±), n=3 por grupo. Análisis t de Student de dos 
colas con p < 0.05. 

 

Para el gen de S100β, para los CD se notó un aumento significativo en la expresión de 1.92x. Los 

tratamientos de CDFx, NPs vacías y NPs Fx no tuvieron efecto alguno, al contrario, se observa una 



50 

reducción significativa al agregar Fx (1.88x), NPs CD (2.857) y las NPs CDFx, las cuales tuvieron la 

mayor reducción de 28.57 veces.  

Por último, en el caso de la IL-6, se puede observar que no hay efecto al agregar Fx (1.38x) y NPs CD 

(1.40x), mientras que, si se observa un aumento en la expresión relativa para los tratamientos de 

CD (1.72x), CDFx (3.19), NPs vacías (3.11) y NPs CDFx (1.8x), siendo las NPs Fx las únicas en reducir 

6.13 veces la expresión de IL-6. 

La estimulación con LPS fue evidente en los genes de IL-6 y S100β, mientras que para APP y GFAP 

solo se observó una tendencia al aumento. La Fx libre mostró un efecto reductor en los genes de 

APP y S100β, mientras que las NPs vacías tienen un efecto en la reducción de GFAP, esta respuesta 

se conservó en las NPs CDFx las cuales redujeron significativamente la expresión de APP, GFAP y 

S100β (Figura 26). 

3.8 Microinyección de nanopartículas en un modelo de Danio rerio 

Las NPs sintetizadas se evaluaron en un modelo de Danio rerio para comprobar si las NPs tienen la 

capacidad de llegar a la BHE. Este modelo se ha utilizado para entregar CD conjugados con Tf a través 

de la BHE, mediante transitosis mediada por receptores (Li et al., 2016), además de múltiples 

estudios para evaluar la neurotoxicidad de diferentes NPs (Saleem & Kannan, 2021; Y. Zhao et al., 

2022). Para el análisis se obtuvieron 150 huevos, los cuales se limpiaron de restos y se dejaron en 

incubación a 27 °C con recirculación de agua, se realizó limpieza diaria y 50% de recambio del agua 

hasta llegar al quito día para realizar la microinyección. Para ello, se realizó el molde de agarosa, se 

anestesió la larva sumergiéndola en la solución de tricaína (0.168 mg/mL) durante 1 minuto y se 

procedió a microinyectar la larva, colocándola de lado en el surco generado en el molde.  

Después de la incubación durante 5 h, se procedió a analizar las muestras mediante microscopia 

confocal de barrido, en las micrografías se observan las larvas de 5 días post-fertilización y las 

diferentes condiciones evaluadas, se puede ver que las larvas que no presentan fluorescencia 

correspondiente a la larva no inyectada (Figura 27 a), la larva inyectada con NPs vacías (Figura 27 b) 

y la larva inyectada con NPs Fx (Figura 27 c). En la micrografía de la larva inyectada con NPs CD se 

puede observar fluorescencia en la parte de correspondiente a la cabeza del pez (Figura 27 d) y en 
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las NPs CDFx se observa la fluorescencia desde el ángulo frontal, y la comparación entre el campo 

claro y contraste (Figura 27 e y f), la cual presenta una estructura correspondiente al cerebro y parte 

del sistema nervioso central del pez resaltado en color azul, debido a la fluorescencia de las NPs 

CDFx (filtro de 430 a 460 nm), por lo cual podemos comprobar que las NPs CDFx llegan al cerebro. 

Este efecto se debe a la incorporación de los CD en las NPs, dado que la ausencia de CD en las demás 

formulaciones no presenta fluorescencia, anteriormente se había reportado el cruce de la BHE del 

pez cebra utilizando CD conjugados con transferrina (Han et al., 2017), estos resultados resaltan la 

entrega exitosa de las NPs CDFx conjugadas con transferrina en el cerebro del pez cebra. 

 

Figura 27. Larvas de Danio rerio a los 5 días post fertilización a) sin inyectar, b) inyectada con NPs vacías, c) 
inyectada con NPs Fx, d) inyectada con NPs CD, e) inyectada con NPs CDFx sin contraste y f) inyectada con NPs 
CDFx con contraste en azul (filtro 430-460 nm) en la cual se muestra fluorescencia de las NPs. 
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Como se ha observado, la encapsulación de ambos compuestos en una sola NP ha obtenido un 

efecto sinérgico obteniendo los mejores resultados, particularmente se atribuye que los CD 

modulan el diámetro hidrodinámico de las NPs, pasando de 543 nm (NPs Vacías) a 123 nm (NPs CD), 

este efecto se conserva al agregar CD y Fx juntos, con un tamaño de 126 nm (NPs CDFx). Este efecto 

también se presentó en las mediciones de tamaño por TEM, pasando de 223.5 nm (NPs Vacías) a 

88.74 nm (NPs CDFx) (Figura 22 c), Además, se obtiene un aumento de la citocompatibilidad con un 

92.18 % para las NPs CDFx (Figura 24). 

Mientras que para los ensayos de expresión de genes mediante qPCR, en el gen de APP, las NPs 

CDFx presentan una reducción de la expresión relativa de 9.17 veces, para el gen de GFAP se 

presenta una reducción de 45.45 veces. Mientras que en S100β se observa una reducción de la 

expresión de 28.57 veces, por último, en el gen de IL-6 se observa un aumento de 0.8 veces, 

comparado con el grupo estimulado con LPS. En este caso se destaca la reducción de la expresión 

relativa causada por la Fx en los genes como APP, S100β e IL-6, el cual se mantiene al evaluar el 

sistema completo de NPs CDFx. Por otro lado, las NPs vacías mostraron un efecto en la reducción 

de la expresión de GFAP, el cual puede atribuirse al núcleo de PLGA, el cual ayudó a reducir la 

expresión cuando se incorporaron ambos compuestos en las NPs.   

Finalmente, se comprobó que las NPs CD y NPs CDFx cruzan la BHE (Figura 27 d, e, f) mediante 

mediciones de fluorescencia proveniente de los CD, en este caso se detectó una mejor respuesta al 

microinyectar NPs CDFx, puesto que encapsulan un 10% de CD comparado con el 6% que encapsulan 

las NPs CD. Para las formulaciones de NPs Vacías y NPs Fx, no se obtuvo fluorescencia, lo cual es 

esperado debido a que no contenían CD, no podemos asegurar la presencia de estas NPs en el 

cerebro, debido a que poseen un tamaño mayor pudiendo afectar su paso por la BHE. 

La formulación de las NPs CDFx se muestra prometedora, con un porcentaje de citocompatibilidad 

adecuado, buen porcentaje de encapsulación, reducción de la expresión de los genes más 

importantes de la EA y un buen tamaño para esta aplicación, estas NPs poseen la capacidad de un 

material teranóstico, sirviendo para la detección de las NPs y tratamiento a la vez.  
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Capítulo 4.  Conclusiones 

En este trabajo se estudió el efecto antiinflamatorio de las nanopartículas hibridas polímero-lípido 

cargadas con puntos de carbono y fucoxantina, las cuales se evaluaron en un modelo de astrocitos 

de rata estimulados con LPS. 

Se obtuvieron 4 tipos diferentes de nanopartículas, las cuales son: vacías, cargadas con puntos de 

carbono, cargadas con fucoxantina y cargadas con ambos compuestos.  

Se observó un efecto sinérgico al encapsular puntos de carbono y fucoxantina en conjunto.  Este 

efecto resultó en un aumento de la citocompatibilidad de las nanopartículas, atribuido a los puntos 

de carbono. Se aumentó el porcentaje de encapsulación de 27.5% a 45% para la fucoxantina y de 

6% a 10% para los puntos de carbono. Se obtuvieron nanopartículas cargadas con ambos 

compuestos con un diámetro hidrodinámico de 126 ± 7.8 nm, al medir el tamaño de estas en TEM 

se obtuvieron nanopartículas de 88 nm. 

Las NPs CDFx (1 mg/mL) modularon favorablemente la expresión de los genes APP, GFAP y S100β 

reduciendo la inflamación inducida en los astrocitos de rata estimulados con LPS. Bajo estas 

condiciones se obtuvo una sobreexpresión del gen de IL-6.  

Se comprobó que las nanopartículas que contienen puntos de carbono son capaces de llegar al 

cerebro en un modelo de Danio rerio, estos resultados sugieren que las nanopartículas lograran 

acumularse en esta área, liberando los puntos de carbono y la fucoxantina para llevar a cabo la 

reducción de marcadores proinflamatorios in vivo.  

Este trabajo contribuye a la generación de nuevo conocimiento al estudiar, por primera vez, el 

efecto sinérgico de la encapsulación conjunta de la fucoxantina y los puntos de carbono. Además, 

se hace una aportación en uno de los principales desafíos de las enfermedades neurodegenerativas 

y la terapia dirigida: la barrera hematoencefálica. El entendimiento de esta información y el uso de 

este tipo de nanopartículas, junto con sus características fisicoquímicas, proporciona nuevas 

herramientas para avanzar en la investigación de las enfermedades neurodegenerativas. 
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