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Resumen 

El avance de las ciencias de la salud y el desarrollo de la tecnología han derivado en la búsqueda de 

nuevos sistemas nanotecnológicos basados en nanopartículas (NPs) fluorescentes para diversas 

técnicas de bio-imágenes. El quitosano (QS) es un biopolímero lineal biocompatible, biodegradable, 

de baja toxicidad y con propiedades anti-microbianas, lo cual lo convierte en un material versátil para 

múltiples aplicaciones, ej. biomedicina, biotecnología, farmacéutica, alimentos, entre otras. El 

objetivo del presente trabajo fue diseñar, desarrollar y caracterizar NPs de QS fluorescente (NP-QS- 

F) y estudiar su internalización en células de neuroblastoma humano SHSY5Y. Se sintetizaron dos 

cianinas (CNN) fluorescentes y, posteriormente, se procedió a la marcación del QS. La CNN-clorada 

(CNN-Cl) interactúa con el QS electrostáticamente mientras que CNN-ácida (CNN-Ac) se acopló al QS 

por medio de una reacción de amidación entre los residuos -NH2 del QS y los grupos ácido de la sonda. 

Una vez obtenido los QS marcados, se generaron NPs mediante gelificación iónica. Durante este 

proceso, se produce la agregación de las moléculas poliméricas como consecuencia de la interacción 

del polisacárido de carga positiva y especies cargadas negativamente del ion tripolifosfato de sodio 

(TPP) (relación CS:TPP de 4:1). Los tres tipos de NPs (NP-QS, NP-QS-CNN-Ac, NP-QS-CNN-Cl) se 

caracterizaron por espectroscopía de transformada de Fourier (FTIR), técnica que permitió detectar 

los grupos químicos involucrados en las interacciones entre las especies. A su vez, la fluorescencia de 

las NP-QS-CNN-Ac y las NP-QS-CNN-Cl en suspensión fue confirmada mediante microscopía confocal 

multifotón Carl Zeiss LSM 980 con detectores de súper resolución y alta sensibilidad. Mediante 

análisis de dispersión dinámica de la luz (DLS) se cuantificó un tamaño medio de 504 ± 32nm con un 

índice de polidispersidad (PdI) de 0,239. Por su parte, el análisis de imágenes obtenidas por TEM 

evidenció que las NPs presentaban una forma esférica y diámetro medio de partícula de 32,3 ± 0,9 

nm. Asimismo, el análisis de imágenes obtenidas por microscopía de fuerza atómica (AFM) confirmó 

los datos obtenidos por TEM. Luego se probó el efecto de las NPs en la viabilidad de células en cultivo 

de neuroblastoma humano SHSY5Y mediante un ensayo de MTT. Se comprobó que la viabilidad 

celular no fue afectada en las células incubadas con NPs y NP-QS-F a las concentraciones de 50 y 

100ug/ml. Luego, se estudió la capacidad de internalización de las NPs (50ug/ml) en células SHSY5Y 

en función del tiempo (5’, 15’, 30’, 60’, 120’ y 24hs) mediante microscopía laser confocal Olympus 

FV1000. La internalización y captación celular de las NPs incrementó significativamente de manera 

tiempo dependiente. Finalmente, se estudió el perfil de fluorescencia intracelular (PFI), lo que sugirió 

que una vez internalizadas las NPs, el destino que tendrían las mismas sería compatible con el 

fenómeno de escape lisosomal. En conclusión, el trabajo llevado a cabo en la presente Tesis de 
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Licenciatura, permite considerar la posibilidad del empleo de estas NP-QS como estrategias no sólo 

para fines terapéuticos, es decir para la vehiculizarían de fármacos, sino también con aplicaciones 

diagnósticas con la finalidad de mejorar la sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas de 

imágenes. 
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Abstract 

The advancement of health sciences and technological development have led to the search for new 

nanotechnological systems based on fluorescent nanoparticles (NPs) for various bio-imaging 

techniques. Chitosan (CH) is a biocompatible, biodegradable, low toxicity linear biopolymer with anti- 

microbial properties, making it a versatile material for multiple applications, such as biomedicine, 

biotechnology, pharmaceuticals, food, among others. The objective of this study was to design, 

develop, and characterize QS fluorescent NPs (NP-CH-F) and study their internalization in human 

neuroblastoma SHSY5Y cells. Two fluorescent cyanines (CNN) were synthesized, and QS was marked 

accordingly. The chlorinated CNN (CNN-Cl) interacts with QS electrostatically, while the acidic CNN 

(CNN-Ac) was coupled to QS through an amidation reaction between the -NH2 residues of QS and 

the acid groups of the probe. Once the marked QS was obtained, NPs were generated through ionic 

gelation. During this process, the aggregation of the polymeric molecules occurs as a result of the 

interaction of the positively charged polysaccharide and the negatively charged species of sodium 

tripolyphosphate ion (TPP) (CS:TPP ratio of 4:1). The three types of NPs (NP-CH, NP-CH-CNN-Ac, NP- 

CH-CNN-Cl) were characterized by Fourier transform spectroscopy (FTIR), which allowed detecting 

the chemical groups involved in the interactions between the species. Moreover, the fluorescence of 

the NP-CH-CNN-Ac and NP-CH-CNN-Cl in suspension was confirmed by Carl Zeiss LSM 980 multifocal 

confocal microscopy with super-resolution and high-sensitivity detectors. The dynamic light 

scattering (DLS) analysis quantified an average size of 504 ± 32nm with a polydispersity index (PdI) of 

0,239. The analysis of images obtained by transmission electron microscopy (TEM) showed that the 

NPs had a spherical shape and a mean particle diameter of 32.3 ± 0.9 nm. Likewise, atomic force 

microscopy (AFM) image analysis confirmed the data obtained by TEM. The effect of NPs on the 

viability of human neuroblastoma SHSY5Y cell culture was tested using an MTT assay. It was found 

that cell viability was not affected in cells incubated with NPs and NP-CH-F at concentrations of 50 

and 100ug/ml. Then, the internalization capacity of NPs (50ug/ml) in SHSY5Y cells was studied over 

time (5’, 15’, 30’, 60’, 120’ and 24hs) by Olympus FV1000 confocal laser microscopy. The 

internalization and cellular uptake of NPs increased significantly in a time-dependent manner. Finally, 

the intracellular fluorescence profile (IFP) was studied, suggesting that once internalized, the NPs' 

destination would be compatible with the lysosomal escape phenomenon. In conclusion, the work 

carried out in this undergraduate thesis allows for the possibility of using these NP-C 

as strategies not only for therapeutic purposes, i.e., drug delivery, but also for diagnostic applications 

with the aim of improving the sensitivity and specificity of various imaging tests. 
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Abreviaturas 

AFM Atomic force microscopy = microscopía de fuerza atómica 

BHE barrera hematoencefálica 

CNN Cianina 

CNN-Ac Tricarbocianina ácida 

CNN-Cl Clorotricarbocianina 

DLS Dynamic Light Scattering = Dinamica de luz laser 

FDA U.S.A Food and Drug Administration = Administración de Drogas y Alimentos 
de EE.UU. 

FTIR Fourier-transform infrared spectroscopy = espectroscopía de infrarrojo con 
transformada de Fourier 

GRAS Generally recognized as safe = Generalmente es reconocido como seguro 

NPs Nanopartículas 

NP-QS Nanopartículas a base de quitosano 

NP-QS-CNN-Ac Nanopartículas de quitosano marcado con tricarbocianina ácida 

NP-QS-CNN-Cl Nanopartículas de quitosano marcado con clorotricarbocianina 

NP-QS-F Nanopartículas a base de quitosano marcado con sonda fluorescente 

PdI Polydispersity index =Indice de polidispersidad 

PFI Perfil de fluorescencia intracelular 

QS Quitosano 

SHSY5Y Línea celular de neuroblastoma humano 

SNC Sistema Nervioso Central 

TEM Transmission electron microscopy = microscopía de transmisión electrónica 

TPP Tripolifosfato de sodio 
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1. Introducción

1.1. Desafíos y problemas de la neurofarmacología 

Las enfermedades que afectan al sistema nervioso central (SNC) constituyen uno de los 

grupos de patologías más relevantes y cuyo tratamiento es uno de los más complejos a nivel mundial, 

siendo estas enfermedades una de las áreas de salud no cubiertas de mayor y más rápido incremento. 

Los trastornos neurológicos (ej. Alzheimer, Parkinson, accidentes cerebrovasculares, esclerosis 

múltiple, esclerosis lateral amiotrófica, epilepsia, migraña, lesiones cerebrales y neuroinfecciones) se 

reconocen cada vez más como las principales causas de muerte y discapacidad en todo el mundo. El 

estudio “Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study 2016” publicado en la prestigiosa 

revista The Lancet - Neurology, tuvo como objetivo proporcionar las estimaciones más completas y 

actualizadas de la carga mundial, regional y nacional de los trastornos neurológicos. En dicha 

investigación, se indica que los trastornos neurológicos fueron la principal causa de “años de vida 

ajustados por discapacidad” (276 millones de pacientes) y la segunda causa principal de muerte (90 

millones de pacientes) (Feigin y col. 2019). A pesar de su preocupante incidencia a nivel mundial y 

local, muchas de estas enfermedades aún no cuentan con un apropiado tratamiento farmacológico, 

y tanto las alternativas existentes, así como las que se encuentran en desarrollo, deben enfrentar 

ciertas limitaciones (Gribkoff & Kaczmarek, 2017; Xu y col. 2014). En general, para todo tipo de 

terapia farmacológica, mientras mayores sean la especificidad de la droga utilizada por su blanco 

molecular y su biodisponibilidad para llegar al sitio de acción, mayor será su efectividad (Liu y col.  

2016). No obstante, muchas drogas pueden actuar en más de un blanco molecular dependiendo de 

la dosis administrada y de su biodistribución, lo cual puede derivar en efectos secundarios adversos 

(Edwards y col. 2000; Peper, 2009). Más aún, muchas de ellas tienen una baja solubilidad en agua y/o 

una baja permeabilidad celular, limitaciones que además de afectar a muchas drogas clásicas del tipo 

molécula pequeña, se han hecho particularmente relevantes para las nuevas estrategias basadas en 

péptidos, proteínas y ácidos nucleicos, debido a su mayor tamaño y propiedades químicas (Yun, Lee, 

y Park 2015). Dada su alta relevancia para el organismo, el SNC es un una región especialmente 

protegida y el paso de sustancias desde y hacia ella se encuentra altamente regulado por la barrera 

hematoencefálica (BHE), una barrera biológica natural cuya principal función es la separación entre 

los componentes de la sangre en circulación y del fluido extracelular cerebral (Pardridge 2022). De 

esta manera, se evidencia que la existencia de estas barreras biológicas supone un importante 

obstáculo para cualquier droga que se pretenda sea dirigida al SNC, lo que implica, por un lado, la 

limitación de la efectividad de muchos fármacos actualmente existentes, y por otro, una 



15 
 

preocupación para el diseño de nuevas alternativas terapéuticas (Tan y col. 2022). Por otra parte, es 

importante destacar que el direccionamiento específico hacia las distintas regiones subcelulares se 

hace particularmente relevante para el SNC, y en especial para la neurona, debido a la alta 

especialización que dichas regiones poseen este tipo celular. De esta manera, además de la necesidad 

de atravesar barreras biológicas, es importante que los fármacos sean capaces de ejercer sus efectos 

en regiones subcelulares determinadas, a fin de minimizar efectos colaterales y maximizar su 

actividad farmacológica (Agrahari y Kumar 2022). 

 
1.2. Nanopartículas como potenciales vehículos de fármacos 

La Nanotecnología se define como la ciencia involucrada en el diseño, síntesis, caracterización 

y aplicación de materiales y dispositivos cuya organización funcional más pequeña, en al menos una 

dimensión, está en la escala nanométrica o una billonésima parte de un metro. Se considera que la 

nanotecnología es una apuesta con perspectiva a futuro por su potencial para impactar 

significativamente en una gran batería de disciplinas (Bayda y col. 2020). En particular, la 

nanomedicina es la aplicación de la nanotecnología, es decir, del conocimiento de los eventos 

ocurridos a escala nanométrica y el desarrollo de nanomateriales, en el campo de la salud. De esta 

manera, la nanomedicina involucra el estudio de la interacción de nanomateriales con sistemas 

biológicos con el objetivo final de que su práctica conduzca al desarrollo de mejores dispositivos,  

fármacos y usos para diagnósticos tempranos o tratamiento de una amplia gama de enfermedades 

con alta especificidad y eficacia (Bayda y col. 2020; Wu, Wang, y Li 2020). 

La definición clásica de nanopartículas (NPs) con fines farmacéuticos son partículas coloidales 

que varían en tamaño de 1 a 100 nm, aunque en la práctica se admite un límite superior de 500 nm 

(Pabbati, Kondakindi, y Shaik 2021) (Figura 1). 

 
Figura 1.1. Representación del tamaño de los objetos en la escala nanométrica. Adaptado de 

Pabbati, 2021. Creado con la plataforma Biorender.com 
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Las NPs consisten en materiales macromoleculares en los que un principio activo (componente de un 

fármaco que posee actividad biológica) se disuelve, se encapsula, o bien, está adsorbido o unido. 

 

 

Figura 1.2. Tipos de NPs postulados para el uso en neurofarmacología Adaptado de Braga Vieira y 
Fernel Gamarra, 2018. Creado con la plataforma Biorender.com 

 

El diseño y desarrollo de las NPs es una alternativa de transporte de fármacos por su capacidad de 

dirigirlos a un sitio blanco específico, liberarlo de manera controlada, al mismo tiempo que lo 

protegen de las condiciones fisicoquímicas que pudieran alterar su estructura, estabilidad y función. 

Aún más, este tipo de vehículos permite aumentar la biodisponibilidad de fármacos en sitios blanco 

de difícil acceso como lo es la BHE descripta en el ítem 1.1 (Santos y col. 2019; Z. Li y col. 2022 B). 

Las propiedades fisicoquímicas de las NPs, tales como el tamaño pequeño y las propiedades 

superficiales modificables, como la adhesión a las superficies, las hacen herramientas ventajosas para 

dirigir fármacos y bioactivos al SNC. Existe un rango amplio de NPs, orgánicas e inorgánicas, utilizadas 

en el campo de la neurología capaces de transportar moléculas con un propósito terapéutico. Dentro 

del grupo de las NPs orgánicas se encuentran las poliméricas, micelas y dendrímeros. En relación con 

las NPs inogánicas, algunos ejemplos son las NPs de oro y los nanotubos de carbono, entre otros 
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(Nguyen y col. 2021; Ribovski, Hamelmann, y Paulusse 2021). 

De esta manera, el hecho de que exista tanta diversidad de NPs tiene ofrece la existencia de 

herramientas de amplio espectro, siendo su uso posible por ejemplo para la edición genética, 

vacunas, detección de enfermedades por bioimaging, inmunoterapia en cáncer y más (Braga Vieira 

y Fernel Gamarra 2018; Mitchell y col., 2021) (Figura 2). 

 
1.3. El uso de Quitosano como biomaterial para el desarrollo de nanopartículas 

El quitosano (QS) es considerado el biopolímero del siglo XXI ya que su estudio y sus 

consecuentes usos han crecido exponencialmente. Desde un punto de vista farmacéutico, el CS 

presenta gran potencial por ser biodegradable, biocompatible, no tóxico y antimicrobiano. Además, 

se destaca por su alta mucoadhesión, una propiedad necesaria en el desarrollo de nanosistemas 

capaces de ejercer liberación. El CS se obtiene de la quitina, el segundo polisacárido más abundante 

después del colágeno y la celulosa en la Tierra. 

 

Figura 1.3. Principales fuentes naturales de la quitina; estructuras moleculares de la quitina y el 
quitosano Adaptado de Alaimo y Pérez (2023). 

 
A diferencia de estos últimos, la quitina tiene una fuente de nitrógeno además de carbono. Las 
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principales fuentes naturales de este polímero orgánico son el exoesqueleto de crustáceos (p. ej., 

cangrejos, camarones, langostas, krill, langostinos) y moluscos (pluma de calamar), cutículas de 

insectos (p. ej., hormigas, arañas, cucarachas, escarabajos, escorpiones); además, la quitina se 

encuentra en anélidos, coelenterata y en las paredes celulares de ciertos hongos, algas verdes y 

marrones. En particular, y menos conocido, es que el pez óseo Paralipophrys trigloides (Blenniidae) 

tiene una cutícula epidérmica quitinosa. El CS se obtiene removiendo grupos acetilos quedando 

predominando los grupos aminos, siendo éstos los responsables de su gran versatilidad (Crini 2019; 

Seidi y col. 2021) (Figura 3). 

Los hidrogeles son una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polímeros que 

absorben e inmovilizan cantidades considerables de agua. En la aplicación como liberadores de 

medicamentos, los hidrogeles son usados como portadores inteligentes de sustancias activas por 

poseer las siguientes ventajas: condiciones leves de preparación, alto contenido de agua, 

preservación del fármaco y optimización de su tiempo de permanencia en el sitio de aplicación 

(Chopra y col. 2021). Denotadamente, han sido aprobados para aplicaciones en el SNC (Li y col. 2022 

A). 

 
Figura 1.4. Gelificación iónica: las NPs de tipo nanogeles se forman espontáneamente mezclando 

una solución de QS con TPP mediante el establecimiento de enlaces intermoleculares e 
intramoleculares. Extraído de Unsoy 2013. 

 

Es posible desarrollar hidrogeles poliméricos en escala nanométrica poliméricos a base de QS 

mediante el proceso de gelificación iónica empleando tripolifosfato de sodio (TPP), una sal inorgánica 
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que actúa como agente iónico reticulante. El TPP es ampliamente usado en alimenots, aprobado por 

la Food and Drug Administration (FDA) como un ingrediente generally recognized as safe (GRAS) y 

reconocido en el Código Alimentario Argentino. Así, el entrecruzamiento se produce entre los grupos 

amino (positivos) del CS, y los grupos fosfato (negativos) del TPP via interacción electrostática (Figura 

4). 

 
1.4. El uso de fluoróforos en el campo de la nanotecnología 

La transparencia óptica de las células y el carácter no invasivo de la luz visible han situado a la 

microscopia óptica como una de las principales herramientas para el estudio de sistemas vivos. A su 

vez, la posibilidad de marcar específicamente componentes celulares con fluoróforos, sumada al 

extremadamente bajo límite de detección de la emisión de luz, permitió que la microscopia de 

fluorescencia se convirtiera en una de las técnicas más ampliamente utilizadas para visualizar la vida 

a nivel celular y subcelular (Bolte y Cordelières 2006). 

Las NPs fluorescentes, es decir, aquellas constituidas por componentes orgánicos que emiten 

luz en diferentes regiones espectrales al excitarse, ofrecen posibilidades únicas. Un cuidadoso diseño 

les permite combinar el brillo, la biocompatibilidad y la selectividad respecto a tejidos específicos. 

Por tanto, pueden proporcionar una visualización en tiempo real de la fisiopatología a escalas que 

involucran desde la subcelular hasta niveles de órganos enteros. Gracias a su versatilidad, las NPs 

fluorescentes son plataformas atractivas para ser implementadas en bioimagen en biología y 

medicina (Wolfbeis 2015; Vargas-Nadal y col. 2022). 

En la actualidad existe una inmensa variedad de fluoróforos disponibles para obtener 

imágenes microscópicas los cuales difieren en sus características de excitación y emisión. Los 

fluoróforos se pueden describir también en términos de eficiencia del proceso fluorescente por 

ejemplo su rendimiento cuántico (el cociente del número de fotones emitidos entre el número de 

fotones absorbidos) y su tiempo de vida fluorescente (el tiempo que la molécula se mantiene en su 

estado de excitación antes de emitir un fotón) (“Fluoróforos y sus aplicaciones” – website: IBIAN 

Technologies). 

Las cianinas (CNN) se encuentran entre las familias de fluoróforos sintéticos más conocidos, y 

son muy usados como fotosensibilizadores en fotografía, tecnologías laser y celdas fotovoltaicas. Más 

recientemente, comenzaron a ser utilizadas como sondas fluorescentes para la marcación de 

biomoléculas debido principalmente a sus excelentes propiedades, como ser, alta fotoestabilidad, 

buena solubilidad en agua y un alto rendimiento cuántico de fluorescencia (Zhou y Ren 2022). El 
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grupo de polimetinas y colorantes de cianina, son considerados como prometedores agentes de 

contraste. En la década de 1970 la Indocianina Verde fue el primer colorante fluorescente y fármaco 

de diagnóstico aprobado para su uso clínico por parte de la FDA que la utilizó para la obtención de 

imágenes ópticas de tumores, en un estudio realizado tanto en animales como en pacientes (Wang 

y col. 2020; Marcelo, Galhano, y Oliveira 2022). No obstante, el problema con estas cianinas es que 

en el estado fundamental la cadena de polimetinos se encuentra en un plano con una 

conformación toda trans y, por ende, pueden sufrir fotoisomerizaciones hacia un intermediario no 

fluorescente desde el estado excitado que muchas veces representan el mecanismo de relajación 

más eficiente, lo que repercute directamente en el rendimiento cuántico de fluorescencia. Distintas 

estrategias para introducir rigidez en la cianina a fin de mejorar el rendimiento cuántico llevaron a la 

obtención de tricarbocianinas que por incorporación del anillo clorociclohexinil en la cadena metínica 

conlleva un importante aumento en el rendimiento cuántico y la estabilidad, ya que se evita la 

rotación a través de estos enlaces (Figura 5). 

 
 
 

 

Figura 1.5. Estructura química general de tricarbocianinas. 
 
 

Los sustituyentes sobre los N, R1 y R2, pueden ser explotados como sitios de funcionalización 

ortogonal que nos permite diseñar sondas que tengan además de un receptor un sitio de anclaje. De 

esta manera, las Dras. Carla C. Spagnuolo y la Dra. Cecilia Samaniego López (Dpto. Química Orgánica, 

FCEN-UBA) han empleado a la tricarbocianina para la síntesis de dos sensores fluorescentes, una - 

que es el precursor de la segunda- fue denominada tricarbocianina clorada (CNN-Cl) y otra, 

tricarbocianina ácida (CNN-Ac) (Figura 6) (Samaniego Lopez y col. 2018). La elección de la 1,3- 

propanosultona como agente alquilante para las posiciones R1 Y R2 del fluoróforo (Figura 4) no fue 

arbitraria dado que un problema frecuente en las cianinas es la formación de agregados. Así, una 
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forma posible de aumentar la solubilidad en agua es por medio de la introducción de grupos con 

densidad de carga neta sobre la estructura química de la misma; por ejemplo, mediante el agregado 

de grupos sulfonato. 

 

 
Figura 1.6. Estructuras e imágenes de la (A) tricarbocianina clorada (CNN-Cl) y de la (B) 

tricarbocianina ácida (CNN-Ac). 
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2. Hipótesis y objetivos

2.1 Hipótesis de trabajo 

La administración de agentes terapéuticos de moléculas al SNC es particularmente dificultosa. 

Por ende, nuestra hipótesis de trabajo es que “las NP poliméricas de QS son herramientas 

biocompatibles y capaces de internalizarse en células neuronales”. 

2.2 Objetivo general 

Desde el punto de vista académico, durante la realización del proyecto de investigación, se 

hizo foco en la dinámica de trabajo, desarrollo teórico, pensamiento crítico en base al método 

científico, resolución de problemas reales de laboratorio, adquisición de hábitos y costumbres 

inherentes a la profesión, además de la experticia en el manejo de equipamiento especializado, 

ejecución de protocolos, análisis de resultados, discusión entre pares y comunicación de los 

resultados obtenidos en reuniones científicas. 

En cuanto al objetivo general de la presente Tesis de Licenciatura, el mismo consistió en 

diseñar y desarrollar NP-QS fluorescentes (NP-QS-F) y, posteriormente, estudiar su efecto y 

comportamiento de internalización en cultivos de células neuronales. 

2.3 Objetivos específicos: 

 Objetivo 1. Diseñar, desarrollar y caracterizar las propiedades fisicoquímicas de NP-QS

fluorescentes.

 Objetivo 2. Estudiar la biocompatibilidad y la internalización de las NP-QS fluorescentes en

células de neuroblastoma humano SHSY5Y.
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3.1. Materiales 

3.1.1. Reactivos Generales 

Quitosano de peso molecular 192kDa y grado de desacetilación 95,4% (Parafarm®, Argentina). 

Medio de cultivo celular Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), Antibiótico-Antimicótico 

(penicilina, estreptomicina y Anfotericina B, 100 X), GlutaMAX™ -l (l-alanina-l-glutamina, 100X), 

aminoácidos no esenciales (NEEA), Tripsina (10X) y Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco™, Thermo Fisher 

Scientific, Carlsbad, EE. UU.). Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-dimetiltiazol (MTT), 4 ',6- 

diamidino-2-fenilindol (DAPI) y Mowiol® 4-88 Mw ~31000 (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.). Otros 

reactivos: dimetil sulfóxido (DMSO), paraformaldehido (PFA), ácido etilenodiaminatetraacético 

(EDTA), TPP, ácido acético glacial, de grado analítico. 

3.1.2. Soluciones generales 

PBS: NaCl 137mM; KCl 2,7 mM; NaHPO4 1,8 mM. PH 7,4 

Tripsina 1X: tripsina 10X disuelta en PBS-EDTA 

MTT: 0,5mg/ ml disuelto del stock (5mg/ ml disuelto en PBS) en medio de cultivo 0% SFB 

Solución fijadora: Paraformaldehido (PFA) 4% en PBS 

Solución montaje: Mowiol 1.5% (w/v) in PBS 

DAPI Solución Stock: 100 μg /ml en PBS 
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3.2 Métodos 

3.2.1 Diseño y preparación de QS-F 

a. Procedimiento general para la síntesis de CNN-Cl

Esta sección del trabajo fue realizada en colaboración con la Dra. Cecilia Samaniego (Dpto de 

Química orgánica; IQUIBICEN-CONICET). A continuación, se muestran la ruta sintética utilizada para 

la obtención de la tricarbocianina empleada para la síntesis de los sensores, siguiendo el protocolo 

descripto en Buosi, y col. 2020 (Figura 3.1). 

Figura 3.1. Esquema sintético para la obtención del CNN-Cl. 

En ella se utiliza el “producto 30” obtenido de la reacción de un aza-heterociclo comercial, el 

1,1,2-trimetilbenzo[e]indol con el agente alquilante 1,3 –propanosultona y la “base de Schiff 32” 

obtenida mediante la protección in situ de un bisaldehído insaturado producto de la reacción de 

ciclohexanona con oxicloruro de fosforo en cloruro de metileno y dimetilformamida. Se reflujó una 

solución de 0,205 g (0,6 mmol) de la “sal de indolenonio 30” con 0,111 g (0,3 mmol) del “compuesto 

32” y 0,060 g (0,72 mmol) de acetato de sodio anhidro en 15ml de etanol absoluto bajo atmósfera 

de argón durante una noche. Luego el solvente se evaporó a presión reducida. Se obtuvo un sólido 

verde oscuro que se recristalizó de éter etílico: metanol y purifico utilizando Sephadex LH-20 como 

fase estacionaria y metanol como solvente de elución se logró obtener 0,118 g (0,148 mmol, 48%) de 

precursor clorado. 

b. Procedimiento para la síntesis de CNN-Ac

Se disuelven 150 mg de la “clorotricarbocianina 33” y 49 mg del ácido 6- amino hexanoico en 

1 ml de DMF anhidro. La solución resultante se agita por 24 h a 80° C bajo atmosfera de Ar, protegida 

de la luz. Luego de este tiempo, se evapora el solvente a presión reducida, obteniéndose un residuo 
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sólido de color azul intenso que se purifica por medio de repetidas cromatografías de exclusión por 

tamaño utilizando Sephadex LH-20 y metanol como solvente de elución (Figura 3.2). 

 
 

Figura 3.2. Generación del fluoróforo CNN-Ac 
 
 

3.2.2. Marcación fluorescente de QS 

Para el diseño de QS marcado con clorotricarbocianina (QS-CNN-Cl) (unión electrostática) se realizó 

el siguiente procedimiento: A una solución de Cy-Cl (0,5 mg/ml) y TEA (5 eq) en DMF se añadió a la 

suspensión de NG con agitación magnética y se dejó reaccionar durante 48 h. Se dializo contra agua 

usando membranas de diálisis de 12-14 kDa por 2 días. Luego se liofilizó utilizando un Liofilizador 

Thermo Savant Modulyo D-230 (Figura 3.3). 

 
 

Figura 3.3. Liofilizador Thermo Savant Modulyo D-230 (Río Nalón, El Nogal, España) (Dpto de 

Química Orgánica, FCEN-UBA). 
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Para la marcación covalente del QS con tricarbocianina ácida (QS-CNN-Ac) se realizó el siguiente 

procedimiento: a una solución equimolar de fluoróforo (21,2 mg) y EDC (4,5mg) en 9 ml de DMF 

anhidro, se le agrega gota a gota 2.2 ml de una solución de CS (1% de CS en 1% de HAcO) y se agita 

durante 1 día a temperatura ambiente bajo atm de argón. Luego se dializa contra agua durante 3 días 

utilizando membranas de diálisis de 12-14 kDa y finalmente se liofiliza (Figura 3.4). 

 
 

Figura 2.4. Acople de la sonda CNN-Ac con la molécula del QS 
 
 

3.2.3. Diseño y preparación de NP-QS 

Las NP-QS, NP-QS-CNN-Cl y NP-QS-CNN-Ac fueron desarrolladas mediante gelificación iónica, 

siguiendo el protocolo descripto en Buosi y col. 2020. Se prepararon soluciones de QS: TPP en una 

relación 4:1. Para ello se tomaron soluciones stock de QS 10 mg/ml (marcado o no marcado) en 

acético glacial 1% y TPP 10 mg/ml en H2O bidestilada. Se comenzó realizando una dilución del QS con 

H2O bidestilada y luego agregando la solución stock de TPP 5 mg/ml por goteo. Las concentraciones 

de los reactivos en la solución final fueron de 5 mg/ml y 1,25 mg/ml para el QS y el TPP, 

respectivamente. Por último, las NPs generadas fueron sometidas a ultrasonido con una potencia 

neta de salida de 750 W, una frecuencia de 20 kHz y una 20% de amplitud. El equipo utilizado para el 

sonicado fue un Homogeneizador de ultrasonido Polystat, Cole-Parmer (Figura 3.5). Durante los 5 

min que dura el proceso de sonicación, la muestra se mantuvo en un baño de hielo a fin de evitar el 

calentamiento de esta (Figura 3.6). 
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Figura 3.5. Homogeneizador de ultrasonido Polystat, Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, USA). (Instituto 

IB3, FCEN-UBA). 

 
 
 
 

Figura 3.6. A) Principales pasos en la generación de NPs de QS empleando al TPP como agente 
entrecruzante. Creado con la plataforma Biorender.com. B) Los tres tipos de NPs generadas en el 

presente trabajo. 
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3.2.4 Análisis de NPs mediante dispersión de luz dinámica (DLS) 

Es una técnica que utiliza luz láser para estimar distribución de tamaños de partícula y potencial z. El 

movimiento Browniano de las partículas o moléculas en suspensión hace que la luz láser se disperse 

en diferentes intensidades. Del análisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad 

del movimiento browniano y a partir de ello se puede estimar el tamaño de partícula. Para preparar 

la muestra se tomó como punto de partida el protocolo descripto en Buosi y Alaimo (2020). A partir 

de la preparación de NPs descripta en 3.2.3 se realizó una dilución 1:100 para una correcta 

determinación en el equipo DLS (figura 2.7). 

Figura 3.7. Instrumento de Dynamic Light Scattering (DLS) BI-200 SM (Brookhaven Instrument Corp, 

Holtsville, NY, EEUU). (Instituto de Nanociencia y Nanotecnología CNEA-CONICET). 

 

3.2.5. Espectroscopía de FTIR 

La espectroscopia molecular se basa en la interacción entre la radiación electromagnética y 

las entidades moleculares. La naturaleza de la interacción (excitación electrónica, vibraciones o 

rotaciones moleculares) depende de la región del espectro en la que se trabaje y por lo tanto de la 

energía de la radiación utilizada (caracterizada por su longitud de onda, λ). La energía de la radiación 

electromagnética infrarroja es del orden de las diferencias energéticas entre los distintos estados 

vibracionales de la mayoría de las moléculas. Por lo tanto, el espectro infrarrojo se origina como 

consecuencia de la absorción de la radiación electromagnética de frecuencias tales que se 

corresponden a la vibración de los enlaces químicos presentes en una molécula. Al absorber la 

radiación infrarroja, las moléculas cambian su estado de energía vibracional y rotacional (Morrison, 

R.T. - Boyd 1998). Para este análisis, las muestras de NPs fueron liofilizadas y colocadas en el equipo 

de espectroscopia (Figura 3.8). A partir de los perfiles obtenidos se analizaron los grupos funcionales 
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presentes en cada muestra empleando bibliotecas de espectros de sustancias conocidas a modo de 

guía para la identificación de cada uno de ellos (Tabla 1). 

Figura 3.8. Espectrómetro de Fourier Transform Infrared (FTIR) FTIR Nicolet™ iS™ 50 (Dpto de 

Química Orgánica, FCEN-UBA). 

 

 
Tabla 1. Absorciones IR para grupos funcionales representativos. Extraído de Recursos “Educativos de 
Química Orgánica” copyright©2002 
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3.2.6. Microscopía TEM 

El TEM es un sistema de microscopía en donde no se utiliza luz para formar una imagen, pero 

electrones. Estos son disparados a partir de una fuente, luego estos atraviesan - e interactúan- con 

la muestra y son tomadas por un detector. Para utilizar electrones es necesario que estos interactúen 

únicamente con la muestra, por ello el equipo utiliza un sistema de vacío, un sistema de bobinas que 

cancelan el campo magnético que se encuentra en la habitación y se realiza un tratamiento previo a 

la muestra. Dicho tratamiento es el secado y posterior bañado con una fina capa de algún metal de 

alto peso molecular. El fin de este tratamiento es que la muestra no contenga agua, para que no 

entre al equipo y llene el vacío, y que la fina capa de metal interactúe mucho con los electrones y que 

una imagen pueda ser resuelta. Se siguió el protocolo correspondiente a Buosi y Alaimo (2020). El 

equipo utilizado fue el Opton Electron Microscope EM 109 (figura 3.9.A.). Una vez obtenidas las 

imágenes, se utilizó el software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) para el análisis. Se utilizó la 

herramienta regla para medir el diámetro de las NPs (n>60). 

 

3.2.7. Microscopía AFM 

El AFM es un instrumento que consta de una punta metálica con forma de pirámide que 

recorre la muestra y es capaz de registrar su topografía. Para ello, la punta se encuentra en el extremo 

de un cantiléver, que va oscilando a su frecuencia de resonancia, y un láser que revota sobre el 

cantiléver y su reflejo es detectado. Cuando la punta metálica se acerca a la superficie de la muestra 

interactúa con ella y eso genera en un cambio en la frecuencia de oscilación del cantiléver. Los 

cambios en la oscilación resultan en un cambio en la posición del reflejo del láser. De esta manera se 

genera una imagen que puede tener una resolución mayor a la de un microscopio óptico. Las 

imágenes fueron adquiridas utilizando el modo tapping utilizando una fuerza constante de 42 Nm−1 

y una frecuencia de resonancia de 320 kHz. La muestra fue tratada previamente bajo el protocolo 

descripto en (Buosi y Alaimo, y col. 2020). El equipo utilizado fue Bruker Multimode 8 SPM y un 

control NanoScope IIIA con un scanner vertical que tiene un rango lateral máximo de 150 μm (figura 

3.9.B). 
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Figura 3.9. Equipos de microscopía de ultra-resolución. (A) Microscopio de transmisión electrónica 

(TEM) Opton Electron Microscope EM 109 (Instituto LANAIS, FMED, UBA-CONICET). (B) Microscopio 

de fuerza atómica (AFM) Bruker Multimode 8 SPM NanoScope IIIA (Centro de Microscopías 

Avanzadas, Dpto de Física, FCEN-UBA). 

 
 
 

3.2.8. Análisis de microscopía confocal de superresolución 

Para el ensayo visualización de NPs fluorescentes en solución, se colocaron alícuotas de 40 µl 

de las soluciones de NPs, NP-QS-CNN-Ac y NP-QS-CNN-Cl en una placa multipocillos de 384 pocillos. 

Se utilizó el microscopio confocal Zeiss LSM980 (figura 3.10) y el programa ZEN 3.6 lite (blue edition). 

Se excitó la muestra con un λex=543nm y se midió la emisión en un λem=639nm. 
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Figura 3.10. Microscopio confocal de superresolución Zeiss LSM980 (Centro de Microscopia de 

Fluorescencia “Gregorio Weber”, FCEN-UBA). 

 

3.2.9. Cultivo de línea celular 

La línea celular de neuroblastoma humano SHSY5Y (ATCC CRL-2266) es una sublínea clonada 

tres veces de la línea celular de neuroblastoma SK-N-SH (ATCC HTB-11), que se estableció en 1970 a 

partir de un tumor óseo metastásico de un paciente con cáncer de 4 años. Las aplicaciones incluyen 

el uso como huésped de transfección o en investigación en inmunología, neurología y toxicología 

(https://www.atcc.org/products/crl-2266) (Figura 3.11). 

 

Figura 3.11. Línea celular SHSY5Y en baja (izquierda) y alta (derecha) confluencia de crecimiento. 
Imagen extraída de www.atcc.org/products/crl-2266. 

https://www.atcc.org/products/crl-2266
http://www.atcc.org/products/crl-2266
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Las células fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% (v/v) de SFB, 

Antibiótico-Antimicótico, NEAA y GlutaMAX. El cultivo se realizó en una atmósfera húmeda con 

5% de CO2 y 37°C. El medio de cultivo fue renovado entre dos y tres veces por semana según 

correspondiera hasta alcanzar un 80% de confluencia. En el momento en el que la confluencia 

superó el 70-80% las células fueron despegadas con el agregado de Tripsina 1X incubado por 5 

minutos en la estufa y trasvasados a dos botellas o una más grande. Para estimar el número de 

células en cada botella se realizó un conteo en cámara de Neubauer empleando un microscopio 

de contraste de fase y las células fueron cultivadas en placas Petri, botellas T25 o multipocillos en 

el caso de realizar ensayos experimentales. Este trabajo se llevó a cabo en un Cuarto de cultivo 

de células eucariotas superiores (Figura 3.12). 

 
 

Figura 3.12. Cuarto de cultivo de nivel de seguridad 2, equipado con un flujo laminar Baker 

SterilGARD® III Advance, un microscopio de contraste de fase Olympus, una estufa de 5% CO2 

Arcano BPN-80CRH(UV), un baño de térmico y una centrifuga Heraeus Varifuge 3.0R (Espacio 

transversal de investigación 1). 
 
 

El conteo celular es necesario para el sembrado homogéneo en cada pocillo de las placas 

multipocillos empleadas para experimentación. Para el conteo celular se empleó una Cámara de 

Neubauer. Esta consiste en una cámara de contaje adaptada al microscopio de campo claro o al de 
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contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresión en el centro, en el fondo de la cual 

se ha tallado mediante punta de diamante una cuadrícula como la que se ve en la imagen mostrada 

en la Figura 3.13. Es un cuadrado de 3 x 3 mm, con una separación entre dos líneas consecutivas de 

0,25 mm. Así pues, el área sombreada y marcada L, corresponde a 1 milímetro cuadrado. La 

depresión central del cubreobjetos está hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de forma que 

cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la superficie marcada 0,1 mm, y el volumen 

comprendido entre la superficie L y el cubreobjetos es de 0.1 mm3, es decir 0.1 μl. Se contabilizaron 

en las cuatro áreas sombreadas (L) observando un total de x células entre las cuatro áreas, la 

concentración en la suspensión celular será: concentración en la suspensión (células / mL) = 10000 

(x/4): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.13. Cámara de Neubauer y fórmula para el cálculo de sembrado de células. 
 

3.2.10. Criopreservación de células eucariotas 

Una vez que las células alcanzan un 80% de confluencia, la monocapa se tripsinizó y las células 

se centrifugaron 5 min a 1000 rpm. Se descartó el medio de cultivo y se resuspendió el pellet en 

medio de congelamiento (47,5% DMEM, 47,5% SFB y 5% DMSO). Las células se mantuvieron por 24 

hs en freezer de -80ºC, y luego se trasladaron a un tanque de nitrógeno líquido. 

 

3.2.11. Análisis de la morfología celular por contraste de fase 

Los posibles cambios en la morfología celular inducidos por la presencia de NPs fueron 

monitoreados mediante microscopia de contraste de fase (Figura 3.12). 
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3.2.12. Ensayo de viabilidad celular 

El ensayo de MTT es un método colorimétrico y cuantitativo empleado para la determinación de la 

supervivencia celular. Se basa en la capacidad que poseen las deshidrogenasas mitocondriales de 

reducir sales de tetrazolio (MTT) generando formazán, un producto azul oscuro y parcialmente 

insoluble en medios acuosos. De esta manera, la cantidad de producto formado estará en relación 

con el estado metabólico y, en consecuencia, a la viabilidad celular. Para llevar a cabo el ensayo, 

4.104/ml células se sembraron en una placa de 96 multipocillos. Luego de que las células fueran 

expuestas a las NPs durante 24hs, se colocaron 200μl/pocillo del reactivo MTT en medio de cultivo 

libre de SFB. Luego de 90 min de incubación a 37°C, se retiró la solución y los cristales de formazán 

formados se solubilizaron en 200μl de DMSO. Se midió la densidad óptica a 570nm restándole un 

background no específico a 655nm. Se utilizó el Espectrómetro UV / Vis POLARstar Omega (Figura 3.14). 

Los resultados se expresaron como el promedio de la diferencia entre ambos valores de absorbancia, 

relativizado al promedio del control ± SEM. Las mediciones de absorbancia se realizaron en un lector 

de microplacas (Buossi y Alaimo, y col. 2020) (Figura 3.15). 

 
 

Figura 3.14. Espectrómetro UV / Vis POLARstar Omega (Dpto de Química Biológica, FCEN-UBA); 

contiene un lector de 96 pocillos y se leyó la densidad óptica a 570nm restándole un background no 

específico a 655nm. 
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Figura 3.15. Estructuras de MTT y producto de formazán coloreado. 

 
3.2.13. Ensayo de incorporación de NPs en células SHSY5Y 

Para estudiar la incorporación de NPs en células neuronales sembraron las células SYSH5Y en 

un sistema de 16 pocillos acoplado a un portaobjetos (Grace Bio-Labs Culturewell™ chamberSLIP 16) 

(Figura 3.16) con a una densidad de 2.104 células/well. 

 
 
 

Figura 3.16. Culture Well Chamber SLIP 16. El 
producto consta de recipientes de cultivo celular, 
con un formato de 2 × 8 con volúmenes de placa 

estándar de 96 pocillos y espaciado entre pocillos. 
 
 
 

 

Una vez que alcanzaron un 70% de confluencia, las células fueron incubadas con 50µg/ml de 

NP-QS-CNN-Ac durante diferentes tiempos: 5, 15, 30, 60, 120 minutos y 24 horas. Una vez 

transcurrido cada tiempo, cada muestra se fijó con PFA de la siguiente manera: se retiró el medio, se 

lavó 2 veces con PBS suavemente, luego se agregaron 60 µl de PFA (suficiente volumen como para 

cubrir cada pocillo), se dejó actuar por 20 min. Por último, se descartó el PFA y se lavó cinco veces 

con PBS. El siguiente paso del ensayo fue marcar los núcleos de las células con el fluoróforo DAPI, el 

cual se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN (Di Santo, 

y col. 2020 A). Para ello, se incubó el colorante por 10 min y por último se lavó con PBS. Se retiraron 

los pocillos (parte superior del sistema), se colocó líquido de montaje mowiol y, a continuación, se 

montó por encima un cubreobjetos, para finalmente sellar con esmalte. Se obtuvieron imágenes de 

cada muestra mediante microscopia de epifluorescencia y confocal (Figura 3.17). La diferencia entre 

ambos es que el microscopio confocal es un instrumento que forma una imagen a partir de un plano 
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focal, a diferencia de un microscopio de epifluorescencia, donde la luz que forma la imagen 

corresponde a la fluorescencia total de la muestra. Esto permite determinar con mayor seguridad si  

dos fluoróforos colocalizan. En el caso de la epifluorescencia, dos señales que se superponen no 

necesariamente indican colocalización, ya que un elemento podría encontrarse abajo del otro pese 

a dar la impresión de que se encuentran en el mismo lugar. 

 Epifluorescencia: DAPI, se utilizó un λex=365nm (UV) y para captar la fluorescencia de las NPs 

se utilizó un λex=530nm (verde) (60x 1.42 N.A. Oil immersion). 

 Confocal: DAPI, se utilizó un λex= 330-385 nm/420nm (UV) y para captar la fluorescencia de 

las NPs se utilizó un λex= 543/20nm (60x 1.42 N.A. Oil immersion). 

 
 

Figura 3.17. (A) Microscopio confocal Olympus FV1000 (Centro de Microscopia de 

Fluorescencia “Gregorio Weber”, FCEN-UBA). (B) Microscopio de epifluorescencia Olympus 

IX71 (Dpto de Química Biológica, FCEN-UBA. 
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A partir de las imágenes se realizaron dos análisis. Por un lado, se analizó la incorporación de las 

NPs, y por otro lado el perfil de fluorescencia que las células presentaron en cada tiempo. Las 

imágenes fueron analizadas con el programa ImageJ (NIH). 

 Para estudiar la incorporación se utilizó la herramienta free hand selections delimitando el 

área que ocupan las células en la imagen y midiendo la intensidad media- en escala de grises- 

de la imagen tomada con el λem=680nm. Se tomaron los datos (n>20 para todos los 

tratamientos). 

 Para estudiar el perfil de fluorescencia se utilizó el criterio descripto en Martens y col. (2014) 

que define tres perfiles de fluorescencia, correspondientes a diferentes estadíos en la 

captación y procesamiento de las NPs en la célula. Para analizar nuestra muestra se 

cuantificaron y clasificaron a las células según el perfil: puntillado, moderado y alto (detallado 

en sección de Resultados). 

 
3.2.14. Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se presentan como promedio de 2 o 3 experimentos independientes 

con su respectivo error estándar (SEM). La determinación de diferencias significativas se realizó 

empleando el programa GraphPad Prism 8.3.0 (San Diego, CA, EE. UU.). La prueba utilizada fue 

ANOVA de un factor, seguido de la prueba a posteriori de Tukey con un p<0,05, 0,01 o 0,001. 

 
3.2.15. Disposición de residuos de laboratorio 

Los residuos peligrosos y patogénicos fueron descartados de acuerdo con las normas 

establecidas por el Departamento de Higiene y Seguridad de la FCEN-UBA. Se contempló el concepto 

de que un residuo de laboratorio es una sustancia o una mezcla que presenta características de 

toxicidad y peligrosidad, que impide que pueda ser descartado en la basura domiciliaria y cuya 

identificación y tratamiento es una obligación del generador. Asimismo, tanto por razones de 

seguridad como económicas, se tuvo en cuenta las posibilidades de minimización de los residuos, 

procurando reutilizar o reciclar productos cuando sea posible, así como optimizando la gestión de 

stocks para no generar residuos por productos no utilizables o caducos, por razones de seguridad. 

En el laboratorio donde se llevó a cabo este trabajo, considerando los conceptos anteriores y 

las características de los residuos generados, se cuenta con dos tipos: 

 Residuos no peligrosos (asimilables a domiciliarios) 
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 Residuos peligrosos 

 Residuos patogénicos 

Los dos últimos exigieron una gestión diferenciada y están legislados específicamente. Los 

residuos peligrosos incluyen los residuos químicos, material de laboratorio. Durante la generación de 

NPs en el laboratorio, se tuvo en cuenta la importancia de estar familiarizados con los riesgos que 

pueden producir las sustancias químicas a usar, a fin de planificar el trabajo en forma segura. Para 

ello, el laboratorio cuenta con las fichas de seguridad de cada solvente. A su vez, es valioso contar 

con el inventario de las sustancias almacenada en el droguero y contar con su señalización. La 

ubicación de los agentes químicos debe ser según su naturaleza química contar con material de 

contención ante derrames. 

Por otra parte, cuando se trabaja en el laboratorio de cultivos celulares es sustancial el lavado 

de manos antes y después trabajar, con el propósito de evitar contaminación de los cultivos y evitar 

que el usuario pueda verse afectado por alguna mala práctica. Los riesgos que presenta el trabajar 

con cultivos celulares son de naturaleza diversa. En este sentido, al inicio del trabajo con cultivos 

celulares es muy importante verificar el origen de las líneas con las cuales se trabajará ya que existe 

una relación directa entre su potencial infeccioso y su procedencia, especialmente las líneas 

provenientes de cultivo primario. En cuanto al manejo de residuos en el laboratorio de cultivo celular, 

se recomienda el uso de hipoclorito al 10% para inactivar material biológico, así como el material que 

haya estado en contacto con el mismo (vidrio, plásticos, etcétera). En caso de no poder inactivar al 

momento los residuos biológicos generados, se procederá a introducirlos en una bolsa roja (para 

residuos patogénicos). 

A continuación, se muestran los trípticos sobre la disposición de residuos con las normativas 

que se cumplieron durante los ensayos de la presente tesis de licenciatura: 
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4.1 Caracterización de las NP-QS y NP-QS-F 

4.1.1. Distribución de tamaño de las NPs por DLS 

A partir de la técnica de DLS se obtuvo la distribución de tamaño de las NPs y el PdI. Por un lado, 

se obtuvo el diámetro (), que nos indica la media de tamaño de las NPs surgida de la distribución. Este 

parámetro, que se presenta en la tabla 2, fue obtenido a partir de calcular la media de  obtenido en 

cada réplica ± SD. El otro parámetro importante es el PdI. Este nos indica qué grado de dispersión 

presenta la distribución de tamaño. El PdI se encuentra en un rango de 0-1, donde en teoría, un valor 

de cero representa un sistema monodisperso (Buosi y Alaimo, y col. 2020). Los resultados obtenidos 

indicaron un tamaño medio de 504,8 ± 32,6nm con un PdI bajo, es decir 0,239 ± 0,019. 

La Figura 4.1 muestra el gráfico de distribución obtenido en una de las réplicas, este indica la 

distribución de tamaño y la curva de frecuencia acumulada. Este último parámetro nos indica si estuvo 

bien tomada la muestra. Si la curva no llegara a 100 significaría que hubo partículas que no pudieron 

ser detectadas. En este caso la curva nos indica que la muestra se tomó correctamente. 

Tabla 2: Tamaño medio del diámetro (nm) e índice de polidispersidad (PdI) de las NP-QS 

d(nm) PdI 

504,8 ± 32,6 0,239 ± 0,019 

Figura 4.1. Distribución de tamaño de las NPs por DLS. 

Distribución de tamaño 

Curva de frecuencia 
acumulada 
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4.1.2 TEM 

Para este ensayo se tomó una muestra de NP-QS y se la preparó para ser analizada mediante 

el uso de un TEM. Se obtuvieron nueve imágenes, tres con un aumento de 30.000X, tres con un 

aumento de 50.000X y tres con un aumento de 85.000X. En las imágenes se pudo observar tanto las 

NPs en su forma individual como agregada. Asimismo, se confirma que las NPs presentan una forma 

esférica tal como se describe en la revisión de Di Santo y col. (2021). Se utilizó la herramienta measure 

del programa ImageJ para cuantificar el tamaño de las NPs que se encontraban aisladas (n=208). Con 

la muestra tomada se realizó un histograma de distribución de tamaño (Figura 4.2). Se encontró que 

el tamaño medio de las NPs en estas condiciones es de 33 ± 1nm (x̄ ± SEM), con una mediana de 

30nm. 

 

Figura 4.2. Imagen de TEM y gráfico de frecuencia en función de la distribución de tamaño. 
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4.1.3 Topografía del sistema NPs, AFM 

Para este ensayo, previo a la preparación y montado de la muestra en el equipo, se realizó 

una dilución 1:1000 de la concentración stock de NPs (QS = 5mg/ml), lo que facilitó la observación de 

partículas esféricas (Figura 4.3). A partir de las imágenes obtenidas se corroboraron los resultados 

obtenidos por el TEM; es decir, las NPs presentaron un = 10 -50 nm. La punta del cantilever que es 

la pieza que recorre la muestra, toma mediciones en tres dimensiones (x, y, z). Las dimensiones 

horizontales de la muestra (x e y) tienden a sobreestimar el tamaño de los objetos de la muestra.  

Esto es porque la punta tiene un ancho determinado, entonces al recorrer la muestra empiezan a 

detectar cambios en la topología antes de que el centro de esta llegue al objeto. Para la dimensión 

altura (z), no existe ese problema, ya que la punta se eleva tanto como la altura del objeto. Es por 

eso por lo que para estimar el tamaño de los objetos con esta técnica es necesario tomar la altura 

como dimensión de estudio, o bien, restarle el ancho de la punta a las mediciones de las dimensiones 

horizontales (x e y). 

 
Figura 4.3. Imágenes de AFM. Imagen bidimensional (A) y tridimensional (B) de las NPs. 

 

Al momento de comparar los datos de tamaño de partícula que se muestran en las Figuras 4.1, 4.2 y 

4.3, cabe resaltar que los hidrogeles de QS son matrices absorbentes de agua que tienden a hincharse 
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con la hidratación. Esto, pone de manifiesto que la determinación del tamaño sea mayor en la 

medición DLS con respecto a las técnicas de microscopia de ultra resolución, en las cuales se emplea 

la materia en estado seco, mientras que, en el primer caso, el material está en solución. Existen 

reportes de tamaños discordantes según provengan de DLS, TEM y/o AFM (Hassani y col. 2015) 

. 
 
 

4.1.4 Espectroscopía de FTIR 

Se obtuvieron los espectros a partir de FTIR para las muestras de QS, NP-QS y NP-QS-F. Para 

ordenar el análisis, se realizaron dos comparaciones; QS vs NP-QS y NP-QS vs NP-QS-F. Es conocido 

que la molécula de QS posee picos característicos en 3355 y 3288 cm-1, propios del alargamiento en 

los enlaces O-H y N-H. En 2998 cm-1 hay un pico característico al alargamiento C-H. En 1645 cm-1 hay 

un pico característico de la tensión C=O del grupo amida II. En 1582 cm -1 hay un pico característico 

de la vibración de una amina I. En 1404 cm-1 hay un pico característico de la deformación C-H y O-H 

en amida II. En 1013 cm-1 hay un pico característico de la tensión C-O/C-H) y en 808 cm-1 hay un pico 

gracias a la contribución de las unidades de glucosamina monoméricas (Prudkin Silva y col. 2017) 

(tabla 3). 

 
Tabla 3: Picos característicos de FTIR del QS y NP-QS 

 

Número de onda (cm-1) Asignación posible 

3355 y 3288 alargamiento en los enlaces O-H y N-H 

2998 Alargamiento en el enlace C-H 

1645 tensión en el enlace C=O del grupo amida II 

1582 vibración de una amina I 

1404 deformación C-H y O-H en amida II 

1219 enlace P-O y/o P=O del grupo fosfato 

1013 tensión C-O/C-H 

 

 QS vs NP-QS: en el espectro de NP-QS hay un pico en 3188cm-1, región del espectro donde en 

QS hay 2 picos, lo que indica cambios vibracionales del grupo amino (N-H) y/o hidroxilo (O- 

H). Luego, los picos que en la molécula de QS están en 1645 cm−1 y 1592 cm−1 y que 

corresponden al estiramiento del enlace C-O (amida II) y N-H (amina I), respectivamente, 
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están desplazados a 1635 y 1539 cm-1. Se ha descripto que estos cambios prueban la 

interacción electrostática entre las moléculas de QS y TPP (Vimal y col. 2013). Es probable que 

el pico correspondiente al estiramiento de la amina I cambie ya que es un candidato perfecto 

para ejercer la interacción electrostática con el grupo fosfato del TPP. El corrimiento en el 

pico correspondiente al estiramiento del enlace C-O de la amida podría ocurrir por una 

cuestión estérica; este grupo funcional en principio no estaría involucrado directamente en la 

interacción. Por último, en el espectro de NP-QS se observa un pico en 1219 cm-1, que no se 

detecta en el espectro del QS y que pertenece a la presencia del enlace P-O y/o P=O del grupo 

fosfato del TPP (Tabla 3; Figura 4.1). 

 NP-QS vs NP-QS-F: el pico 3188 cm-1 presente en las NPs, se desplaza cuando se acoplan las 

CNN al QS; las NPs QS-CNN-Cl tienen pico en 3235 cm-1 y las NPs QS-CNN-Ac en 3265 cm-1. 

Esto nos indica cambios vibracionales en el grupo amino (N-H) y/o hidroxilo (O-H). El pico 

1635 cm-1 en NP-QS permanece igual en las NP-QS-CNN-Cl (1634 cm-1) pero sí varía en las NP- 

QS-CNN-Ac (1625 cm-1). El hecho de que haya una discrepancia entre NP-QS-CNN-Ac y le resto 

de las NPs podría ser explicado por la unión covalente de la CNN-Ac en la molécula de QS pues 

la unión presuntamente formada entre el polímero y la sonda convierte a la amina I de la 

unidad desacetilada del QS en un grupo amida II. De todas maneras, en el espectro de NP-QS- 

CNN-Ac se esperaban dos picos, uno correspondiente a la amida formada en el enlace 

covalente entre la sonda y el QS, y otro propio de la unidad N-acetil-glucosamina. Luego, el 

pico 1539 cm-1 en NP-QS que corresponde a el grupo amida, sufre un corrimiento en NP-QS-F 

(1543 y 1549 cm-1 para NP-QS-Cl y Ac respectivamente). Esto puede deberse a una influencia 

estérica de los fluoróforos que forman parte del entramado del gel. Por último, en las NP-QS- 

CNN-Cl se observa un pico en 719 cm1 que no se encuentra en el resto de las NPs. Este pico 

indica la presencia de Cloro; resultado esperado ya que es la única NP con dicho elemento 

presente. Con los resultados de este análisis, elegimos continuar los estudios in vitro con NP- 

QS-CNN-Ac, pues es una ventaja que el fluoróforo esté unido covalentemente al QS, evitando 

la posibilidad de que la sonda se separe de la NPs, y entonces que en ensayos de fluorimetría 

la presencia de la fluorescencia pueda asociarse a la presencia de las partículas (Tabla 3; 

Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Espectros de FTIR del QS, NP-QS, NP-QS-CCN-Cl y NP-QS-CCN-Ac. 
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4.1.5 Microscopía confocal de superresolución 

Para realizar este ensayo se colocaron las NP-CNN-Cl y NP-CNN-Ac en pocillos de una placa 

negra de 384 pocillos, y la misma se montó en el microscopio confocal de superresolución invertido. 

En una primera instancia se tomaron imágenes excitando la muestra a diferentes longitudes de onda 

(λ=488, 514, 543 y 639nm) y midiendo la intensidad de emisión de ésta. Se determinó que la emisión 

era mayor si se excitaba la muestra a 488nm. Luego, se tomó una imagen excitando la muestra a 

488nm y aprovechando una característica que tiene el equipo Zeiss que es la de adquirir la imagen y 

al mismo tiempo obtener un espectro de emisión (Figura 4.5 A). 

 

Figura 4.5. (A) Espectros de emisión de las NP-QS-F obtenidos con el propio microscopio. (B) 
Fluorescencia de las NP-QS-CNN-Cl y de las NP-QS-CNN-Ac en suspensión. De izquierda a derecha: 

fluorescencia, contraste de fase y superposición de ambos. Microscopía confocal de super resolución 
Zeiss LSM 980 con detectores de superresolución y alta sensibilidad (λex= 488nm; λem= 620nm). 
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Notoriamente, ambas sondas poseen un pico de máxima intensidad de emisión a λ= 618nm 

aproximadamente. Asimismo, cabe resaltar que los valores de intensidad de emisión caen entre los 

λ= 620 y 660 nm. Esto se debe a una limitación en medición del equipo y no a una caída real en la  

emisión. Luego, con la imagen se puede vislumbrar la distribución de las NPs en una escala mayor a 

los experimentos previos. Por último, en la Figura 4.5 B se puede observar que las NP-QS-F se 

encuentran dispersas en la solución acuosa, aunque también coexisten agregados, los cuales se 

distribuyen homogéneamente en el campo observado. 

 
4.2. Evaluación de la biocompatibilidad y e internalización de las NPs 

4.2.1 Ensayo de biocompatibilidad 

Se consideran biomateriales a materias primas de origen biológico capaces de tratar, mejorar 

o suplantar tejidos, órganos o funciones en sistemas biológicos. Estos desempeñan un papel cada vez 

más importante en los sistemas con aplicación en salud modernos, razón por la cual su impacto 

biológico es fundamental para la norma internacional ISO 10993-5, que no especifica una sola prueba, 

sino que intenta presentar pautas para la elección de evaluaciones adecuadas, tales como: daño 

celular por cambios morfológicos, mediciones del crecimiento celular y/o aspectos específicos del 

metabolismo celular. Todas estas técnicas corresponden a un enfoque clásico, aunque hoy en día 

continúan siendo internacionalmente aceptadas (Di Santo, y col. 2020). 

El propósito general de esta tesis está enfocado primeramente a los requerimientos 

necesarios para la manipulación de células de neuroblastoma humano SHSY5Y. Los cultivos celulares 

pueden ser utilizados tanto en la investigación básica como en la aplicada. En la investigación básica 

permiten estudiar fenómenos complejos como, por ejemplo, la biocompatibilidad de los 

nanomateriales. Para hablar de biocompatibilidad debe hacerse referencia a cambios en la 

morfología celular y cambios en la viabilidad celular (comúnmente conocidos como efectos 

citotóxicos que involucran la muerte y la proliferación celular). La citotoxicidad puede abordarse 

desde múltiples respuestas a nivel celular, siendo uno de los más utilizados el ensayo de la sal de 

tetrazolio mejor conocido como MTT ( Di Santo y col. 2020; Kirkpatrick y col. 1998). De esta manera, 

el efecto de dos concentraciones de NP-QS y NP-QS-F (50 y 100ug/ml) fue evaluado sobre el 

porcentaje de células metabólicamente activas después de un período de incubación de 24 h. La 

elección de las concentraciones se basó en estudios previos realizados en el laboratorio, aunque, 

llevados a cabo en células humanas del epitelio pigmentario de la retina ARPE-19, células endoteliales 

humanas EA.hy926, células de epitelio intestinal humano de la línea Caco 2 y células fibroblásticas 
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murinas 3T3 NIH (Di Santo, y col. 2020). Cabe mencionar que en las líneas humanas Caco-2 y ARPE- 

19 se determinó una proliferación significativa del 38 y 40%, respectivamente, en presencia de 50 

μg/ml QS. Esta situación no ha sido observada en los cultivos de SHSY5Y; no obstante, el porcentaje 

de viabilidad celular obtenido fue ≥ 90% para las células en presencia de cada tipo de NP. 

El alto porcentaje de viabilidad celular indica que las NPs de QS con y sin fluoróforo acoplado 

no son tóxicas para las células bajo las condiciones utilizadas (Figura 4.6 A). Por otra parte, 

empleando microscopía de contraste de fase, se observó que las células SHSY5Y expuestas a las NPs 

mostraron un fenotipo similar a los cultivos control, los cuales se caracterizan por la presencia de 

células alargadas (en forma de huso) con presencia de neuritas además de zonas con capas 

superpuestas (Figura 4.6 B). Entre la escasa información sobre el efecto de NPs de QS por gelificación 

iónica en células SHSY5Y, se destaca el trabajo de Bhattamisra y col. (2020) donde han determinado 

por el mismo método de MTT, que las dosis entre 2,5, 5 y 10 μg/mL por 24 y 48hs no resultaron ser  

citotóxicas, aunque sí ocurre para la concentración de 25 μg/mL, la cual es más baja que la que se 

reporta en el presente trabajo. 
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Figura 4.6. Análisis MTT e imágenes de microscopía de contraste de fase de células SHSY5Y. 
(A) Las células fueron expuestas a 0 (Control), 50 y 100µg/ml NP-QS, NP-QS-CNN-Cl y NP-QS-CNN-Ac 

durante 24hs. La viabilidad celular se cuantificó mediante el ensayo de reducción de MTT. (B) 
Imágenes de contraste de fase de las células expuestas a 50 µg/ml NPs. Barra: 50 µm. 
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4.2.2. Análisis de incorporación de NPs en células SHSY5Y por microscopía de fluorescencia 

En nanomedicina, la entrada segura de NPs en las células sería un paso crucial para obtener 

una alta eficacia terapéutica cuando estas son empleadas como vehículos de fármacos. Por lo tanto, 

la comprensión de la captación celular y el tráfico intracelular de las NPs es crucial para su diseño y 

desarrollo. La captación de NPs podría describirse en un evento de dos pasos: una fase de unión a la 

membrana celular y luego el paso de internalización (Foroozandeh y Aziz 2018). Por lo tanto, en 

primer lugar, se estudió la capacidad de incorporación de las NP-QS-CNN-Ac (50 µg/ml) en función 

del tiempo (0min -control-, 5min, 15min, 30min, 60min, 120min y 24 hs). Se ha elegido en primera 

instancia realizar este análisis con la CCN-Ac puesto que la sonda que se une manera covalente al QS. 

Mediante microscopía de fluorescencia (epi y confocal), se observaron y capturaron imágenes 

representativas de cada tiempo. La Figura 4.7A exhibe que las células incorporan a las NPs 

gradualmente en el tiempo y las mismas se internalizan ampliamente después de 24 hs de incubación. 

Las imágenes fueron tomadas manteniendo los mismos parámetros de setting (brillo, tiempo de 

exposición, etc) de forma tal que puedan ser cuantificados los cambios en la intensidad (Figura 4.7.B). 
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Figura 4.7. Estudio de la incorporación intracelular de NPs. 
A. Incorporación de las NP-QS-CNN-Ac en función del tiempo por células SHSY5Y. B. 

Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media en cada célula utilizando el programa 
ImageJ (N>20 para cada muestra). 

 
Los tipos de muestras que se analizan por microscopia confocal son básicamente los mismos 

que se utilizan para observación con epifluorescencia. No obstante, con la aplicación de la 

confocalidad, es posible entonces obtener una imagen con la información proveniente de la región 

enfocada (en los planos x, y, z) y se elimina el resto de la luz proveniente de la muestra. En la Figura 

4.8 se muestra el resultado de secciones ópticas múltiples en el plano «z», es decir en el plano de la 

profundidad de la muestra. A partir de estas imágenes, fue posible generar de forma automatizada 

una reconstrucción de la célula con las NPs internalizadas en el plano «z» (un z-stack), es decir, que 

contiene la información del grosor con una alta resolución espacial. Si consideramos que el z-stack 

contiene la información sumada de un número de planos focales, la imagen resultante contiene tres 

dimensiones (3D). El programa Image J y su plug in 3D viewer permite girar la imagen 3D y así obtener 

información adicional de la muestra, que en este caso confirma la internalización de las NPs. Otras 

de las aplicaciones de la microscopia confocal en la investigación en biomedicina abarcan el análisis 

de colocalización de moléculas, cambios en su expresión o distribución en organelas. Precisamente, 

el análisis 3D denotó la presencia de NPs (rojo) en el núcleo celular marcado con la sonda DAPI (azul), 
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evidenciado por la presencia de color magenta como resultado del solapamiento del canal rojo con 

el azul. 

 
 

 
 

Figura 4.8. Imagen confocal que contiene la información de un z-stack obtenido por microscopía 
confocal. Se muestran imagenes que fueron rotadas en distintos ángulos. 
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4.2.3. Estudio del perfil de fluorescencia intracelular de las NPs 

La entrega intracelular es un requisito esencial para la eficacia de un fármaco, lo que implica 

que los nanovehículos tienen que, además de cruzar la membrana celular, escapar de los endosomas 

y de la consecuente degradación lisosomal. Así, este requerimiento, se transforma en un cuello de 

botella crítico que limita la administración eficiente de los fármacos en el citoplasma celular. Este 

fenómeno está bien descripto para la polietilenimina (PEI), la cual es ampliamente usada como 

vehículo para transfectar cDNAs. Dado que la molécula de PEI cuenta con numerosos grupos amino 

protonables (similar al QS) ejerce un efecto tampón de pH (efecto esponja de protones) que facilita 

el escape desde endosomas tardíos o lisosomas, cuyo pH fisiológico es de pH 5,5. Cuando la 

acumulación de cargas positivas en el interior de las vesículas se contrarresta con una entrada pasiva 

de iones cloro para mantener la neutralidad, este gran aumento de la concentración de iones va 

acompañado de la entrada de moléculas de agua que provocan el hinchamiento de la vesícula y la 

ruptura de su membrana, y por consiguiente la liberación al citoplasma de las NPs de PEI y de los 

plásmidos (Martens y col. 2014; Smith y col. 2019, Cupic y col. 2019; Aibani y col. 2021). De modo 

similar, en trabajos previos del grupo de investigación se ha comprobado que las NPs poliméricas  

catiónicas tienen capacidad amortiguadora del pH y facilitan el escape del sistema endolisosomal que 

tiene lugar este evento con otras NPs de superficie catiónica como lo son las de QS-TPP (Buosi, y col. 

2020). 

En este trabajo, las observaciones realizadas con los microscopios de epifluorescencia y 

confocal, permitieron denotar la existencia de un patrón diferencial de la fluorescencia distribuida 

intracelularmente que tenía lugar en las muestras analizadas y que cambiaba en función del tiempo 

de incubación con las NPs. A partir de esta observación, se ha consultado diversa bibliografía hasta 

hallar la revisión realizada por Martens y col. (2014) titulada “Intracellular delivery of nanomaterials: 

How to catch endosomal escape in the act”. En dicho reporte, los autores han recopilado diferentes 

protocolos para la detección del escape endosomal por parte de las NPs. En este sentido, se indica 

justamente que la microscopía de fluorescencia proporciona información sobre el perfil de 

fluorescencia intracelular (PFI). Precisamente, un patrón de fluorescencia puntiforme a menudo se 

considera una indicación de que el nanovehículo está atrapado en los endosomas, mientras que una 

tinción citosólica difusa implica una fuga desde las vesículas endosomales. Así, se muestra un ejemplo 

en el que el PFI de una molécula de dextrano de 3kDa presenta: patrón puntillado (carga 

secuestrada), patrón de tinción difuso alto (carga citosólica) y un nivel intermedio, representado por 

el patrón moderado. Justamente, en el ensayo de incorporación de NPs en función del tiempo, hemos 
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podido identificar los mismos 3 patrones (Figura 4.9 A). Empleando la herramienta adjust brightness 

del ImageJ se clasificaron y cuantificaron las células en función del patrón de PFI observado (n=190) 

(Figura 4.9 B). Los resultados nos sugieren que el PFI alto aumentó para las células incubadas por 

24hs en comparación con los otros tratamientos. A este resultado no se le pudo realizar un análisis 

estadístico, ya que por la forma en que se tomó la muestra cada tratamiento sería una unidad 

experimental, y cada célula sería una pseudoréplica. De todas maneras, el resultado obtenido es 

consistente con nuestro razonamiento, ya que esperamos que, con un mayor tiempo de incubación, 

haya más tiempo para que ocurra la maduración de los endosomas y finalmente, el escape al 

citoplasma 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.9. Patrón de fluorescencia intracelular. (A) Patrón puntillado (carga secuestrada, 
representado por flechas azules), patrón de tinción difuso alto (carga citosólica, representado por 
flechas naranjas) y un nivel intermedio, representado por el patrón moderado (representado por 
flechas amarillas). (B) Clasificación y conteo de cada patrón por célula (N=190/tratamiento). 



60 
 

 



61 
 

Conclusiones 

 Tras haber llevado a cabo el trabajo teórico y experimental en el laboratorio desde agosto del 

2022 hasta mayo del 2023, es posible concluir que esta experiencia ha sido altamente 

beneficiosa en términos de formación académica en diversos aspectos. Además de haber 

adquirido nuevas capacidades técnicas, se ha aprendido a trabajar en equipo de manera 

eficiente, aprender de nuestros errores e inconvenientes, y a buscar soluciones mediante el 

uso del pensamiento crítico e ingenio.

 En cuanto a los resultados obtenidos, se ha logrado con éxito el diseño y generación de 

hidrogeles esféricos a escala nanométrica. El análisis por DLS indicó un tamaño medio de 

504nm con un bajo PdI. Por su parte, los análisis de ultraestructura denotaron un tamaño 

medio estimado en 33nm y una altura de 15nm de acuerdo con las técnicas de microscopía 

TEM y AFM, respectivamente.

 La marcación del QS con sondas fluorescentes fue exitosa al mismo tiempo que se logró 

mantener la unión durante la generación de las NPs por gelificación iónica.

 Las NPs resultaron ser biocompatibles ya que se demostró en las concentraciones y tiempos 

ensayados no resultaron ser citotóxicas para la línea humana SHSY5Yl además de ser captadas 

por éstas con éxito.

 El PFI de las NPs permite conjeturar que, tras su captación, las mismas son internalizadas en 

vesículas endosomales (patrón de PFI puntillado) y con el transcurso del tiempo, son liberadas 

al citoplasma (patrón de PFI difuso). De este modo, para las estrategias de desarrollo de NPs 

que son diseñadas con el objetivo de evitar la degradación prematura del principio activo, se 

enfocan en el escape del sistema endolisosomal; este fenómeno actúa de cuello de botella a 

fin de hacer entrega eficiente de la molécula terapéutica.

 En resumen, el trabajo llevado a cabo para la presente Tesis de Licenciatura permite proyectar 

el uso de las NP-QS-F en animales de experimentación. Aún más, es posible contemplar la 

posibilidad de que las NP-QS sean nuevas estrategias no sólo para fines terapéuticos, es decir 

para la vehiculizaciónde fármacos, sino también con aplicaciones diagnósticas con la finalidad 

de mejorar la sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas de imágenes.

 

Perspectivas futuras 

 Se ha descripto en otros reportes que los nanomateriales en general, debido a su alta relación
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superficie/volumen, son capaces de interactuar con las proteínas y reactivos empleados para 

los ensayos de viabilidad y generar así interferencias que pueden llevar a interpretaciones 

erróneas de los resultados (Holder y col., 2012; Kimberly y col., 2014). Por este motivo, la 

cuantificación de la viabilidad celular llevada a cabo con el ensayo de MTT podría ser reforzada 

empleando otras técnicas colorimétricas que evalúen y permiten obtener información 

complementaria sobre distintos aspectos de la fisiología celular, por ejemplo, empleando las 

técnicas de rojo neutro (técnica basada en la incorporación del colorante supravital rojo 

neutro por los lisosomas de las células vivas. Una disminución de la absorbancia del rojo 

neutro indica la pérdida de funcionalidad de los lisosomas, lo cual se emplea como indicador 

de viabilidad celular) o ensayo de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (La LDH está 

presente en el citoplasma y es un indicador bien establecido y fiable de la viabilidad celular. 

El daño de la membrana plasmática produce una liberación de LDH en el medio de cultivo 

celular circundante. De este modo, es posible determinar la ocurrencia de citotoxicidad en 

términos de la LDH extracelular cuantificada). 

 La técnica de citometría de flujo permite medir la fluorescencia intracelular de células 

individuales a una alta velocidad. Es por eso por lo que se planea realizar un estudio de 

incorporación de NP-QS-F utilizando esta técnica a fin de tener un dato cuantitativo de 

fluorescencia por célula. El análisis realizado a partir de la adquisición de imágenes por 

microscopía de fluorescencia confocal puede tener errores experimentales basados en los 

propios vicios del investigador considerando que la cuantificación de intensidad de 

fluorescencia se obtiene delimitando a mano el contorno de la célula. No obstante, a fin de 

disminuir este error, se optó por aplicar un “doble ciego”, el cual consiste en que el sujeto 

desconoce el grupo de tratamiento que está analizando.

 Por último, sería interesante continuar explorando la vía de procesamiento de las NPs en 

células neuronales. Nosotros planteamos la hipótesis de que las NPs estarían escapando la vía 

degradativa de los lisosomas (“escape endolisosomal”) (Cupic y col. 2019; Aibani y col. 2021). 

Para confirmar nuestra hipótesis estudiaremos mediante la técnica inmunocitoquímica, la 

localización de los NP-QS-F en cada compartimento empleando anticuerpos específicos para 

cada uno de ellos: Rab5 (endosomas tempranos), Rab7 (endosomas tardíos) y LAMP-1 

(lisosomas) (Shearer and Petersen 2017). Estos últimos, se acoplarán a un anticuerpo 

secundario Alexa con λex: 488nm a fin de estudiar la co-localización o no con las NP-QS-CNN.
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