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Resumen 

Los trastornos neurológicos son enfermedades degenerativas del sistema nervioso 

central (SNC) y constituyen una causa frecuente de morbilidad y mortalidad en el mundo, 

y han incrementado en los últimos años. Las nanopartículas USPIO (Ultrasmall 

Superparamagnetic Iron Oxide) son una categoría novedosa de agentes de contraste en 

resonancia magnética de imagen (RMI) que pueden acoplarse a diversas moléculas y 

dirigirse de manera específica hacia marcadores moleculares que reflejen alteraciones 

específicas. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue caracterizar el efecto de 

las nanopartículas de USPIO conjugadas con el péptido marcador P88 en un modelo de 

neuroinflamación inducida in vitro con potencial aplicabilidad en RMI. Para lograr este 

objetivo, las líneas celulares HCMEC/D3 (células endoteliales de microvasculatura de 

cerebro) y T98G (astrocitos) se incubaron USPIO conjugadas con el péptido marcador y 

se determinó su efecto sobre la viabilidad celular por el método de LDH. Posteriormente, 

se identificó el perfil inflamatorio por medio de citometría de flujo y ensayos de PCR en 

tiempo real. Finalmente, se determinó el perfil de estrés oxidativo mediante la medición 

de los niveles de superóxido producidos. En general, los resultados de este estudio 

sugieren que NP88 es biocompatible con las líneas celulares HCMEC/D3 y T98G; y se 

podría utilizar potencialmente como biomarcador en modelos de neuroinflamación. 

 

 

 

Palabras clave: Enfermedades neurodegenerativas - Imágenes de resonancia 

magnética – nanopartículas de USPIO – Biomarcador. 



Determinación in vitro de la biocompatibilidad de un péptido marcador acoplado a
nanopartículas USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida

Abstract

In vitro determination of the biocompatibility of a marker peptide

coupled to USPIO nanoparticles in an induced neuroinflammation

model.

Neurological disorders are degenerative diseases of the central nervous

system (CNS) and constitute a frequent cause of morbidity and mortality in

the world, and have increased in recent years. USPIO (Ultrasmall

Superparamagnetic Iron Oxide) nanoparticles are a novel category of

magnetic resonance imaging (MRI) contrast agents that can couple to various

molecules and specifically target molecular markers that reflect specific

abnormalities. Therefore, the objective of this study was to characterize the

effect of USPIO nanoparticles conjugated with the marker peptide P88 in an

in vitro induced neuroinflammation model with potential applicability in MRI.

To achieve this goal, the cell lines HCMEC/D3 (brain microvasculature

endothelial cells) and T98G (astrocytes) were incubated USPIO conjugated

with the marker peptide and their effect on cell capacity was amplified by the

LDH method. Subsequently, the inflammatory profile was identified by means

of flow cytometry and real-time PCR assays. Finally, the oxidative stress

profile was reduced by measuring the levels of superoxides produced.

Overall, the results of this study suggest that NP88 is biocompatible with the

HCMEC/D3 and T98G cell lines; and could potentially be used as a biomarker

in models of neuroinflammation.

Keywords: Neurodegenerative Diseases - Magnetic resonance imaging –

USPIO nanoparticles – Biomarker
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1. Introducción  

Los trastornos neurológicos son enfermedades del sistema nervioso que involucran 

diversos cambios fisiológicos y bioquímicos que afectan su funcionamiento normal. La 

prevalencia de estos trastornos aumenta progresivamente a nivel mundial, representando 

el 6% de todas las enfermedades y de acuerdo con las proyecciones de la Organización 

Panamericana de la Salud (OPS) estas podrían duplicarse cada 20 años. 

Las herramientas de diagnóstico de enfermedades neurológicas son limitadas y 

generalmente brindan un diagnóstico tardío, luego de que han aparecido signos visibles 

de la enfermedad y la condición médica es irreversible (Hermann & Zerr, 2022). Uno de 

los mayores retos de la medicina actual es intentar predecir o estimar el riesgo de sufrir 

un evento patológico en una persona sana. Por esta razón, ha aumentado el interés en el 

estudio de biomarcadores diagnósticos y de pronóstico que permitan identificar 

condiciones patológicas de manera oportuna.  

Dentro de las categorías novedosas de agentes de contraste para RMI, las 

nanopartículas de óxido de hierro, con un tamaño que oscila entre 20 – 60 nm, son de 

particular interés debido a sus propiedades superparamagnéticas y una alta estabilidad 

coloidal (Issa & M. Obaidat, 2019; Iv et al., 2015). Estas nanopartículas, a su vez, pueden 

ser acopladas a diferentes moléculas de interés con el objetivo de dirigirlas a receptores 

específicos y presentan una mayor sensibilidad para detectar cierto tipo de lesiones 

inflamatorias generando señales visibles por medio de RMI, con una precisión lo 

suficientemente alta para poder caracterizar lesiones, aún en un número pequeño de 

células. 



 

Estudios previos describieron un péptido con alto potencial como biomarcador de 

neuroinflamación en un modelo in vitro y con capacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica (BHE).  

Por lo tanto, en este estudio se planteó la caracterización de la biocompatibilidad del 

péptido marcador acoplado a USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida in vitro 

con potencial aplicabilidad en IRM. Para esto, se trataron las células endoteliales de 

microvasculatura de cerebro HCMEC/D3 y de astrocitoma T98G con rhIL1β y se 

incubaron con el péptido marcador conjugado a las nanopartículas USPIO para 

determinar sus efectos en la viabilidad celular por el método de LDH. Adicionalmente, se 

identificó el perfil inflamatorio por medio de citometría de flujo y mediante ensayos de 

PCR en tiempo real. Finalmente, se determinó el estrés oxidativo mediante la medición 

de iones superóxido. Este trabajo permitió determinar la biocompatibilidad del péptido 

marcador conjugado a nanopartículas USPIO en condiciones neuro inflamatorias con la 

finalidad emplear NP88 en el diagnóstico y seguimiento por IRM. 
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2. Marco teórico 

2.2  Neuroinflamación 

La neuroinflamación se define como la activación del sistema inmunológico innato del 

cerebro en respuesta a un desafío inflamatorio que se caracteriza por una serie de 

cambios celulares y moleculares dentro del cerebro. Además, la neuroinflamación es un 

factor importante de muchas enfermedades del SNC y su disminución mejora el resultado 

clínico del paciente (Milatovic et al., 2017). 

La neuroinflamación se localiza en el tejido nervioso y puede desencadenarse en 

respuesta a una variedad de señales que pueden incluir infección, lesión cerebral 

traumática, hemorragias, metabolitos tóxicos o autoinmunidad, comprendiendo múltiples 

respuestas bioquímicas a nivel celular (Chen et al., 2016). En condiciones normales, la 

microglía y las células del sistema inmune residentes en el SNC responden ante 

modificaciones en su entorno que pueden conducir a alterar su homeostasis regulando a 

la alza la señalización inflamatoria, conllevando a una respuesta que puede ser tanto 

beneficiosa como perjudicial en diversos contextos clínicos (Vargas, 2019). La 

neuroinflamación es una condición que prevalece en muchas enfermedades, incluyendo 

la enfermedad de Alzheimer, lesión cerebral traumática, esclerosis lateral amiotrófica 

(ELA), enfermedad de Parkinson, Huntington, entre otras (Elaine K et al., 2018). La 

neuroinflamación es caracterizada por la activación de las células gliales residentes, la 

liberación de citocinas y quimiocinas específicas y el reclutamiento e infiltración de 

células sanguíneas periféricas en el parénquima cerebral (Vargas, 2019) (Elaine K et al., 

2018). 

El aumento en el estado de neuroinflamación hace que el cerebro del adulto mayor sea 

más propenso a los efectos adversos que traen consigo las enfermedades, lesiones, 
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infecciones, sustancias tóxicas, estrés, entre otros (Farida S et al., 2016). El patrón 

exacto de los cambios fisiológicos y moleculares no han sido definidos y varian 

dependiendo del tipo y la duración de la inflamación (Farida S et al., 2016). 

La respuesta inmunológica en el cerebro también se asocia con mayores niveles de 

prostaglandinas, mediada por la interacción de diferentes receptores acoplados a 

proteína G que alteran la señalización (Elaine K et al., 2018). Adicionalmente, diversas 

lesiones neuronales causan inflamación al activar la microglía, los astrocitos con la 

inducción y el aumento de citocinas proinflamatorias como IL8, IL1β, y TNF-α en el 

hipocampo (Farida S et al., 2016). Se ha descrito que en trastornos convulsivos, este 

reclutamiento de citocinas sucede en las regiones cerebrales que son susceptibles de 

sufrir daño neuronal causando inflamación cerebral y alterando la permeabilidad de la 

BHE y a su vez, la prolongación de este estado inflamatorio se asocia con la progresión 

de la enfermedad (Farida S et al., 2016). 

Los procesos de neuroinflamación se refieren a un aumento en la activación de 

moléculas del sistema inmunológico. Durante la activación de la cascada 

neuroinflamatoria se produce una desregulación de estos complejos moleculares, lo que 

a su vez permite la entrada progresiva de células inmunitarias en el entorno del SNC. La 

señalización de células inflamatorias e inmunitarias y los mecanismos moleculares que 

se originan de forma innata dentro del SNC o a nivel sistémico dando como resultado 

modificaciones en la integridad y organización de estas moléculas de unión y la 

permeabilidad de la BHE, lo que contribuye a la etiogénesis y a la progresión de 

enfermedades neurodegenerativas, otros desencadenantes de inflamación agudo como 

los eventos cerebrales isquémicos o hemorrágicos generan la activación de estos 

complejos moleculares. (Xie et al., 2019)  

La activación microglial suele ir acompañada de la liberación de mediadores 

inflamatorios, como citocinas y quimiocinas proinflamatorias, que también son producidas 
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por las células endoteliales. Las quimiocinas en las células endoteliales interactúan con 

los leucocitos transportados por la sangre para mejorar la afinidad por sus ligandos 

endoteliales (Oestreich & O’Sullivan, 2022). La inducción de la expresión de TNF-α 

similar a las citocinas proinflamatorias y la interleucina (IL), aparecen astrocitos y 

microglía activada después de la isquemia cerebral (Yang et al., 2013) se ha informado 

que la inflamación en la región isquémica primaria después de la isquemia cerebral focal 

es muy fuerte en la etapa subaguda y la microglía cambia dentro de los 3 a 4 días y los 

infiltrados de macrófagos mononucleares hematógenos aparecen más tarde. (Yang et al., 

2013) La microglía activada y los astrocitos emiten citocinas proinflamatorias, como TNFα 

e IL1β. Las citocinas proinflamatorias inducen una ósmosis excesiva de agua intracelular 

hacia el espacio extraneuronal, donde las moléculas neurotóxicas como las ROS inducen 

la ruptura de la BHE. Esto permite la entrada de células T al cerebro, lo que promueve 

aún más la expresión de citocinas proinflamatorias como IFNγ y la activación de la 

microglía, lo que provoca un refuerzo recíproco de los procesos neuroinflamatorios y 

neurodegenerativos (Oestreich & O’Sullivan, 2022)  

La citocina IL1β es producida principalmente por células inmunitarias, incluida la 

microglía (las células inmunitarias residentes del SNC), los astrocitos y las células 

inmunitarias infiltrantes en respuesta a diversos estímulos, como infecciones, lesiones o 

estrés celular. Esta citocina como un potente mediador de la neuroinflamación al 

promover el reclutamiento y la activación de células inmunitarias, inducir la producción de 

otras citocinas proinflamatorias y mejorar la expresión de moléculas de adhesión en las 

células endoteliales, lo que facilita la infiltración de células inmunitarias en el SNC. La 

IL1β también contribuye a la activación de las células gliales, como la microglía y los 

astrocitos, lo que induce a la liberación de moléculas inflamatorias adicionales y factores 

neurotóxicos, lo que exacerba la neuroinflamación. 
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Las citocinas de la familia de la IL1β, son moléculas de señalización clave tanto en el 

sistema inmunitario innato como en el adaptativo, y median la inflamación en respuesta a 

una amplia gama de estímulos. (Fields et al., 2019). Dentro de la familia IL-1, el 

mecanismo de iniciación de la señal está muy conservado. Adicionalmente, el aumento de 

IL1, hace parte integral de la reacción del tejido local a la lesión del SNC, formando parte 

de un proceso denominado neuroinflamación en el que se diversas moléculas modifican 

su expresión en respuesta a la lesión. De igual manera, TNFα influye en la señalización 

inflamatoria, participa en el reclutamiento de las moléculas inflamatorias y contribuye al 

estrés oxidativo. (Parameswaran & Patial, 2010) 

En un estudio realizado por M. Yamato et al., se reveló que los eventos 

neuroinflamatorios se caracterizan por un aumento significativo en la producción de IL1β. 

Este hallazgo resalta el papel crucial de la IL-1 en la consolidación de la respuesta 

inflamatoria dentro del sistema nervioso central. Los niveles elevados de IL-1 no solo 

contribuyen directamente al inicio y la progresión de la neuroinflamación, sino que 

también desempeñan un papel fundamental en el reclutamiento de otras moléculas 

inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). La presencia de TNF-α 

amplifica aún más la cascada inflamatoria, lo que da lugar a una red compleja de 

respuestas inmunitarias y a la exacerbación de los procesos neuroinflamatorios. (Tamura 

et al., 2014).  

2.2  Astrocitos 

Los astrocitos comprenden la clase más grande de células gliales en el SNC de los 

mamíferos. Tienen funciones clave en el mantenimiento de la BHE y la regulación del 

flujo sanguíneo regional, el suministro de apoyo trófico, antioxidante y metabólico a las 

neurona, el reciclaje de neurotransmisores, la regulación de la sinaptogénesis y la 

transmisión sináptica(Ben Haim & Rowitch, 2016). Los astrocitos se han considerado 
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tradicionalmente como una población celular homogénea, y se asumió que los astrocitos 

de diferentes regiones del SNC eran funcionalmente intercambiables; sin embargo, los 

biólogos gliales ahora tienen una apreciación de las formas importantes en que los 

astrocitos son funcionalmente diversos, un concepto que altera fundamentalmente la 

forma en que consideramos la regulación de la unidad de células neurogliales locales y la 

organización del SNC(González-Reyes et al., 2017). 

Debido a la importancia de los astrocitos en la homeostasis cerebral, se han convertido 

en dianas interesantes para el estudio de las enfermedades inflamatorias. Se han 

observado cambios en la función de los astrocitos en cerebros de personas con 

enfermedad de alzheimer, tanto in vivo como in vitro, así como su participación en la 

respuesta inflamatoria del SNC y la producción de proteínas de la MEC(Fuster et al., 

2020).  

T98G es una célula similar a un fibroblasto que se aisló del cerebro de un paciente 

masculino de 61 años de edad con glioblastoma multiforme, ampliamente utilizada en 

neurociencia como modelo astrocitario(T98G [T98-G]-CRL-1690 | ATCC, n.d.). 

2.3 Células endoteliales 

Las propiedades de la BHE se manifiestan en las células endoteliales; las interacciones 

que en ella ocurren son inducidas por células murales, células inmunes, células gliales y 

células neuronales, que interactúan en la unidad neurovascular.(Gaona et al., 2021a; 

Gojova et al., 2007; Weksler et al., 2013) 

Las lesiones neuroinflamatorias se caracterizan por la ruptura de las uniones estrechas 

en la BHE y activación de las células de la glía. Siendo estas células las primeras que 

participan en el proceso neuroinflamatorio. Las células gliales detectan la presencia de 

daño tisular mediante la activación en un patrón de reconocimiento inmunológico para la 
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detección de agentes moleculares extraños y nocivos (Balistreri et al., 2009; Di Virgilio et 

al., 2009; Husemann et al., 2002). 

La línea celular HCMEC/D3 es una línea celular endotelial de la BHE humana 

ampliamente utilizada y caracterizada(Choublier et al., 2022; Peng et al., 2021; Stephan 

et al., 2013; Weksler et al., 2013). Exhibe las principales características de la BHE, como 

la expresión de proteínas de unión, transportadores de captación y salida; y otros 

marcadores de la BHE.(Choublier et al., 2022; Weksler et al., 2013). Se ha estudiado la 

respuesta de las células HCMEC/D3 a los mediadores inflamatorios y secretan 

quimiocinas de manera similar al endotelio primario del cerebro humano tanto en 

condiciones basales como después de la estimulación por citocinas(Weksler et al., 2013) 

En resumen, la línea celular HCMEC/D3 es un modelo útil para estudiar las interacciones 

entre el endotelio del cerebro humano y las células inmunitarias activadas, y se ha 

estudiado su respuesta a los mediadores inflamatorios. Los estudios también han 

demostrado que la exposición de las células HCMEC/D3 al estrés fisiológico laminar se 

acompaña de una inflamación reducida, y que pueden inducir un perfil inflamatorio en las 

HCMEC.(Choublier et al., 2022; Stephan et al., 2013; Weksler et al., 2013) 

2.4 Interleucina 8 (IL-8) 

IL-8 es sintetizada y liberada principalmente por la microglía y los astrocitos (Ehrlich et 

al., 1998). La IL-8 se produce temprano en la respuesta inflamatoria, posiblemente 

persistiendo durante días o semanas, a diferencia de la mayoría de las otras citocinas 

inflamatorias que se producen y eliminan en unas pocas horas (Remick, 2005). Por lo 

tanto, la IL-8 podría ser específica para cambios inflamatorios más crónicos en 

alteraciones neurodegenerativas y neuropsicológicas en el cerebro. 
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De igual manera, IL-8 actúa como un quimioatrayente de macrófagos, se libera de la 

microglía en respuesta a estímulos proinflamatorios y es producida principalmente por 

células inmunitarias, como macrófagos y células epiteliales, en respuesta a diversos 

estímulos, como infecciones, lesiones tisulares o señales inflamatorias. IL-8 juega un 

papel importante en el reclutamiento y la activación de neutrófilos, y está relacionada con 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y otros mediadores inflamatorios, 

por lo que el aumento significativo en IL-8, reflejaría la respuesta inflamatoria. 

2.5  Proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) 

MCP-1, es una quimiocina secretada principalmente por varios tipos de células, incluidos 

monocitos, macrófagos y células endoteliales, en respuesta a la inflamación. MCP-1 es 

un quimioatrayente para los monocitos y tiene un papel crucial en su reclutamiento a los 

sitios de inflamación. También regula la migración y activación de otras células 

inmunitarias, como las células T. MCP-1 está involucrada en el desarrollo de la 

inflamación crónica y su desregulación se ha asociado con varias enfermedades 

inflamatorias, como la aterosclerosis, la artritis reumatoide y ciertos tipos de cáncer 

(Sawyer et al., 2014) 

2.6  Factor de necrosis tumoral alfa (TNF- α) 

El TNF-α es producido por células de la microglía, los macrófagos y las células T. Se 

libera en respuesta a estímulos similares a los de la IL1β y desempeña un papel 

fundamental en el inicio y mantenimiento de la neuroinflamación. TNF-α promueve el 

reclutamiento y la activación de células inmunitarias en el SNC, induce la producción de 

otros mediadores proinflamatorios y mejora la expresión de moléculas de adhesión en las 

células endoteliales, lo que facilita el tráfico de células inmunitarias a través de la BHE 
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TNF-α también puede activar las células gliales y promover la liberación de sustancias 

neurotóxicas, lo que contribuye al daño neuronal y la neurodegeneración. 

Tanto IL1β como TNF-α están involucrados en una red compleja de vías de señalización 

inflamatoria dentro del SNC. Su producción sostenida y excesiva puede conducir a una 

neuroinflamación crónica, que está implicada en varios trastornos neurológicos, incluidas 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad 

de Parkinson, la esclerosis múltiple y los accidentes cerebrovasculares(Wu et al., 2013). 

 

2.7 Diagnóstico de la neuroinflamación 

La evaluación y el diagnóstico de la neuroinflamación en el contexto clínico sigue 

patrones y síntomas que manifiesta el paciente y que reflejan la alteración neurológica 

(Mayo Clinic, 2019). En la actualidad los principales métodos empleados para el 

diagnóstico son el psicológico y psiquiátrico (Mayo Clinic, 2019). La neuroimagen ha 

transformado la compresión de los sustratos neurológicos en individuos vivos, estas 

herramientas permiten diferenciar la estructura y función del cerebro lo que facilitaría la 

obtención de diagnósticos de diferentes condiciones neurológicas (Merenstein & Bennett, 

2022). 

Las pruebas basadas en imágenes brindan un soporte al diagnóstico inicial y permiten 

hacer correlaciones (Merenstein & Bennett, 2022). Sin embargo, el diagnóstico basado 

en imágenes de cerebro es limitado, debido a que muchos cambios morfológicos que se 

observan en la alteración neurológica siguen patrones similares a lo que sucede durante 

el proceso normal del envejecimiento. Por esta razón, no reflejan una condición 

específica (Mayo Clinic, 2019) (JB Savitz et al., 2018). 

IRM se ha convertido en la principal herramienta para obtención de imágenes en 

medicina (James W, et al., 2000). Esta tecnología utiliza las propiedades magnéticas de 
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los núcleos atómicos que ocurren de manera natural en el cuerpo; principalmente 

hidrógeno, en el agua. La IRM realiza mediciones sincronizando las señales nucleares 

atómicas presentes en el tejido, representando la técnica de visualización de imágenes 

corporales menos invasiva dentro de las disponibles actualmente (James W, et al., 2018). 

Debido a que puede distinguir entre señales de varias moléculas bioquímicas, la 

tecnología de IRM tiene una especificidad química inherente (National Institutes of 

Health, 2012) (James W, et al., 2000). Dichas características hacen que los métodos de 

IRM sean la fuente más importante de información sobre el tejido vivo disponible de 

cualquier tecnología de imagen, además de ser una modalidad de imagen no invasiva 

(Pollatou et al., 2022). 

Para mejorar el contraste y observar estructuras de manera diferencial, se emplean 

compuestos con propiedades magnéticas que generan una mejor visualización de los 

objetivos de interés (National Institutes of Health, 2012). Dentro de los agentes de 

contraste empleados en esta técnica se encuentran el ácido gadopentético (Gd-DTPA) y 

las nanopartículas USPIO, caracterizados por poseer propiedades magnéticas y una alta 

biocompatibilidad (Mariagrazia M. et al., 2007). Las USPIO se caracterizan por presentar 

un comportamiento superparamagnético al poseer un núcleo de óxido de hierro 

recubierto (magnetita, maghemita u otras ferritas insolubles) que en presencia de un 

campo magnético externo estático se convierte en un agente de contraste muy preciso 

para uso en diagnóstico por IRM (Cortajarena et al., 2014; Li et al., 2017) (MariagraziaM. 

et al., 2007). El uso de USPIO en la práctica clínica permite obtener información 

relevante sobre la presencia de procesos patológicos en el SNC, utilizando moléculas 

marcadoras dirigidas a ligandos de interés. A su vez, estas sustancias permiten 

diagnosticar de manera oportuna y orientar sobre el manejo clínico y control terapéutico. 

De tal manera que, es posible utilizar esta técnica con fines de diagnóstico y con la 

mayor seguridad para el paciente. 
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La tecnología de IRM ha contribuido a mejorar el diagnóstico precoz de enfermedades 

neurodegenerativas, proporcionando información sobre los mecanismos de la disfunción 

neurológica, así como el daño axonal y la implicación de la interrupción de la BHE como 

un evento temprano en el desarrollo de la lesión (Organización Mundial de la Salud 

(OMS), 2020; Pollatou et al., 2022) Las lesiones inflamatorias focales se pueden 

visualizar y medir mediante IRM, después de la inyección intravenosa de agentes de 

contraste, como USPIO y Gd-DTPA (Gkagkanasiou et al., 2016). En este caso, las 

USPIO son una categoría novedosa de agentes que desempeñan un papel crucial en la 

obtención de imágenes del SNC. Lo anterior se debe a las propiedades físicas de las 

USPIO dado que actúan como agentes de acumulación de sangre y mejoran la 

visualización de la vasculatura (Gkagkanasiou et al., 2016).  

Los agentes de contraste basados en Gd-DTPA en imágenes de IRM se usan a menudo 

en la práctica clínica diaria, pero no son seguros para todos los pacientes (Edward A. et 

al., 2008). La fibrosis sistémica nefrogénica es una complicación grave recientemente 

asociada con Gd-DTPA. Afecta principalmente a pacientes con enfermedad renal, como 

enfermedad renal crónica en estadio 4 o 5, lesión renal aguda o receptores de trasplante 

de riñón e hígado con disfunción renal (Edward A. et al., 2008). Sin embargo, han surgido 

reportes sobre la acumulación de gadolinio en varios tejidos de pacientes que no tienen 

insuficiencia renal, incluidos los huesos, el cerebro y los riñones (Rogosnitzky & Branch, 

2016). Los efectos acumulativos y a largo plazo del gadolinio retenido en el cerebro y en 

otros lugares aún no se comprenden (Strijkers, 2021)(Ratajczak et al., 2006) 

Las nanopartículas de óxido de hierro son un agente alternativo de contraste de IRM 

marcador de BHE al Gd-DPTA. Estos son compuestos prometedores debido a su efecto 

de acortamiento del tiempo de relajación T1 y T2 y su biodistribución en el tejido, más 

específica que la de Gd-DTPA de bajo peso molecular, esto permite obtener mejor 

resolución en las imágenes (Edward A. et al., 2008). Las nanopartículas de hierro 
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superparamagnéticas (SPIO) con diámetro menor de 50 nanómetros (nm) tienen una 

vida media plasmática corta y son menos óptimos para las imágenes del SNC con una 

capacidad disminuida de atravesar la BHE (Gkagkanasiou et al., 2016) (Edward A. et al., 

2008). Las nanopartículas USPIO tienen un diámetro menor de 50 nanómetros (nm), 

pueden usarse para obtener imágenes de RMI con contraste (Edward A. et al., 2008). 

Adicionalmente, el hierro es biodegradable, biocompatible y puede ser reciclado por las 

células. La capa de dextrano que recubre la nanopartícula permite una fácil unión 

química del ligando y una fácil detección por microscopía de luz y electrónica (Zaharchuk 

et al., 2007). Adicionalmente, las nanopartículas USPIO, permiten su acoplamiento con 

biomoléculas marcadoras que pueden dirigirse de manera específica a un receptor diana 

de interés. La visualización de estas moléculas dirigidas representa un alto potencial en 

herramientas de diagnóstico altamente específicas por imagen como IRM. 

En estudios previos, la estrategia phage display permitió realizar una selección de 

péptidos biomarcadores específicos en condiciones de neuroinflamación (Vargas, 2019). 

Se utilizó una biblioteca de péptidos de 12 aminoácidos en fagos para seleccionar 

ligandos que se unen a los vasos sanguíneos en el parénquima del SNC de ratas con 

encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Vargas, 2019). La EAE es un modelo de 

neuroinflamación que imita aspectos neuropatológicos significativos de la esclerosis 

múltiple (Vargas, 2019). Entre varios péptidos exhibidos en fagos seleccionados en el 

modelo animal, se identificaron ligandos específicos capaces de marcar la BHE humana 

en condiciones neuroinflamatorias in vitro. Uno de estos ligandos seleccionados, fue el 

clon fago 88 que mostró una alta afinidad con la BHE en condiciones inflamatorias 

(Pamela J. et al., 2016). 

El péptido 88 muestra una interacción específica con la subunidad β-1 de laminina, lo que 

destaca su importancia como biomarcador potencial de los cambios de laminina que 

pueden ocurrir en las células endoteliales de la BHE en condiciones neuroinflamatorias. 
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Estudios previos identificaron la subunidad β-1 de laminina como el posible receptor 

diana del péptido 88 expresado en condiciones inflamatorias y se utilizó una prueba de 

entrecruzamiento entre el fago-péptido-88 con células HCMEC estimuladas con IL1β, 

seguida de un análisis de espectrometría de masas, para identificar el objetivo del 

péptido 88, encontrando que la subunidad β-1 de laminina presentó una interacción 

medible con el péptido 88.(Vargas-Sanchez et al., 2021) 

A partir de este estudio, se desarrolló un nanoconjugado compuesto del peptido-88 

(péptido seleccionado del fago 88) y una nanopartícula USPIO, denominado NP88; y 

mediante este trabajo se estudió su biocompatibilidad en dos modelos celulares, con el 

fin de obtener información sobre la seguridad del mismo in vitro en un modelo de 

neuroinflamación inducida. 

Diversos estudios han demostrado que las nanopartículas tienen la capacidad de 

atravesar la BHE y generar neurotoxicidad, se han desarrollado diversos modelos que 

permiten mejorar la viabilidad, tales como el desarrollo nanopartículas magnéticas de 

hierro cerovalente con recubrimientos como el sílice en cuya seguridad mejora 

significativamente (Gaona et al., 2021b).  NP88 exhibe propiedades fisicoquímicas, 

mecánicas, magnéticas y biológicas que podrían permitir su aplicación exitosa en 

ensayos clínicos y modelos in vivo e in vitro. Luego de su administración las 

nanopartículas pueden distribuirse. Los principales factores que pueden generar la 

perdida de viabilidad celular son el estrés oxidativo, la inflamación, el daño al DNA y la 

muerte celular (Islam et al., 2021).   
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2.8 Péptido 88 – Acoplado a nanopartículas de USPIO 

(NP88) 

El péptido 88, es un ligando peptídico que se identificó en un estudio previo de cribado de 

ligandos con el fin de detectar alteraciones moleculares de la BHE en la neuroinflamación 

mediante exhibición de fagos (Vargas-Sanchez et al., 2021a). Se ha descrito que el 

péptido 88 presenta afinidad de unión específica a las células endoteliales en 

condiciones inflamatorias in vivo e in vitro (Vargas-Sanchez et al., 2021b). Y se identificó 

la unión específica del péptido en condiciones inflamatorias utilizando una prueba de 

entrecruzamiento entre el fago-péptido-88 con células HCMEC humanas estimuladas con 

IL1β, seguida de un análisis de espectrometría de masas, para identificar el objetivo del 

péptido 88.  

Posteriormente, Se descubrió que el péptido-88 se une específicamente a la laminina β1, 

una proteína en la matriz extracelular de la BHE, lo que la convierte en un biomarcador 

prometedor para la neuroinflamación(Gaona et al., 2021b). Finalmente, el péptido-88 se 

conjugó con éxito con nanopartículas de óxido de hierro superparamagnéticas, lo que 

creó una herramienta potencial para el diagnóstico de afecciones neuroinflamatorias 

mediante resonancia magnética (Gaona et al., 2021b). 

Las nanopartículas de óxido de hierro, se han descrito ampliamente en la afinidad de 

unión con células HCMEC/D3 y T98G, con el fin de determinar su potencial en la 

administración de fármacos al cerebro y uso como agentes de contraste en RMI 

dirigiéndolas hacia objetivos moleculares específicos,(Dan et al., 2013)  La captación y la 

transcitosis de nanopartículas de óxido de hierro superparamagnéticas funcionalizadas 

se han estudiado en un modelo de BHE in vitro utilizando células HCMEC/D3 y modelos 
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de astrocitoma en células T98G con el fin de caracterizar sus efectos in vitro con el fin de 

emplearlo como herramienta biomédica (Coccini et al., 2017; Dan et al., 2013; Ge et al., 

2019) 

La investigación de la afinidad de unión de las nanopartículas de óxido de hierro con las 

células HCMEC/D3 es importante para desarrollar estrategias para la administración de 

fármacos dirigidos al cerebro. 

Se han investigado las nanopartículas de óxido de hierro por su potencial para 

administrar fármacos al cerebro. La afinidad de unión de estas nanopartículas se 

investigó utilizando células endoteliales microvasculares corticales humanas 

(HCMEC/D3) 

Respecto a las nanopartículas de óxido de hierro, no representan un efecto citotóxico 

medible en dosis bajas (1–50 µg/mL)(Keenan et al., 2009; Lourenço et al., 2019; Mirzaei 

et al., 2018), mostrando un efecto significativo en concentraciones superiores (100 - 250 

µg/mL)  

Se ha descrito previamente el péptido 88, el cual exhibe una afinidad por la 

neuroinflamación al unirse específicamente, y probablemente, a la laminina. Este péptido 

tiene la capacidad de acoplarse a USPIO y dirigirse de manera selectiva a su receptor 

específico, por lo que podría  ser un biomarcador potencial. Por lo tanto, teniendo en 

cuenta los hallazgos anteriores, se planteó determinar y caracterizar la biocompatibilidad 

de NP88 utilizando los modelos celulares HCMECD3, que es un modelo adecuado del 

endotelio cerebral, y T98G, que es un modelo de astrocitoma cerebral. Esto permitió 

evaluar su seguridad en términos de citotoxicidad, aumento en la producción de 

moléculas inflamatorias y generación de superóxido bajo condiciones de 

neuroinflamación. Por lo tanto, el estudio actual caracterizó la respuesta inflamatoria 

generada por el nanoconjugado NP88, en los modelos celulares HCMEC/D3 y T98G con 



24 

Determinación in vitro de la biocompatibilidad de un péptido marcador acoplado 

a nanopartículas USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida Título de la tesis o 
trabajo de investigación 

 

el objetivo de determinar su seguridad in vitro y establecer su potencial uso como 

biomarcador. 
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3. Objetivos 

3.2  Objetivo General 

 Determinar la toxicidad in vitro de un péptido biomarcador conjugado a 

nanopartículas de USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida en las líneas 

celulares HCMEC/D3 y T98G. 

3.3  Objetivos específicos 

 Evaluar el efecto de NP88 sobre la citotoxicidad de las líneas celulares 

HCMEC/D3 y T98G. 

 Determinar la variación en el perfil de moléculas inflamatorias secretadas por 

células HCMEC/D3 y T98G posterior a la administración de NP88 en condiciones de 

neuroinflamación in vitro. 

 Establecer los niveles en la expresión de IL1β y TNFα en células HCMEC/D3 y 

T98G, posterior a la administración de NP88 in vitro. 

 Determinar la variación en la producción de superóxido in vitro luego de la 

administración de NP88 sobre las líneas celulares HCMEC/D3 y T98G. 

 

 

 

 



26 

Determinación in vitro de la biocompatibilidad de un péptido marcador acoplado 

a nanopartículas USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida Título de la tesis o 
trabajo de investigación 

 

4. Materiales y métodos  

4.1 Obtención de nanopartículas 

Previamente, se identificó al péptido-88 como un agente biomarcador de condiciones de 

neuroinflamación con capacidad de acoplarse a nanopartículas superparamagnéticas y 

capacidad de dirigirse hacia receptores específicos, con potencial uso biomédico en 

aplicaciones como IRM (Gaona et al., 2021). 

El péptido-88 fue sintetizado por GenScript con una modificación N-terminal conjugada 

con biotina y posteriormente solubilizado previo a su uso. Las nanopartículas fueron 

sintetizadas y conjugadas en el Laboratorio de Nanomateriales de la Universidad Antonio 

Nariño de acuerdo con lo reportado previamente (Gaona et al., 2021). 

El presente proyecto es un estudio básico en el que se utilizaron las líneas celulares 

HCMEC/D3 y T98G para evaluar el efecto de NP88 sobre estas células.  

Para desarrollar el primer objetivo: Evaluar el efecto del péptido-88 acoplado a 

nanopartículas de USPIO sobre la viabilidad de las líneas celulares HCMEC/D3 y T98G 

se utilizó la siguiente metodología: 

4.2 Cultivo celular. 

Se utilizó la línea celular HCMEC/D3, la cual es un modelo de células inmortalizadas de 

microvasculatura de cerebro humano (CELLutions BIOSYSTEMS INC). Esta línea 

expresa una variedad de marcadores endoteliales cerebrales, proteínas de unión de 

adherencia y unión estrecha, así como transportadores ABC funcionales típicos del 

epitelio cerebral, por lo que HCMEC/D3 representa una línea celular modelo de BHE. 

Aproximadamente 10.000 células HCMEC/D3 se cultivaron en monocapa confluente en 

placas pre-recubiertas con colágeno I de cola de rata (Life Technologies) a 37 °C, 5% de 
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CO2 en medio basal EBM-2 (Lonza) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB, 

GIBCO), HEPES 10 mM (Dutscher), 1 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos 

básico (Sigma-Aldrich), hidrocortisona (1,4 µM), ácido ascórbico (5 µg/ml), concentrado 

lipídico químicamente definido (CONC, Life Technologies) y antibióticos al 1% (penicilina- 

estreptomicina). Todos los ensayos se realizaron utilizando los pases entre 26 y 32. 

La línea celular T98G (ATCC), es un modelo de células inmortalizadas de glioblastoma 

empleada ampliamente como modelo celular astrocitario. Debido a la importancia de los 

astrocitos en la homeostasis cerebral, se han convertido en dianas interesantes para el 

estudio de la neuroinflamación. Aproximadamente 10.000 células T98G, se cultivaron en 

monocapa confluente a 37 °C, 5% de CO2, en medio DMEM suplementado al    5% SFB, 

y antibiótico al 1% (penicilina-estreptomicina). Para inducir el proceso inflamatorio las 

células fueron estimuladas añadiendo 20 ng/ml de rhIL1β recombinante humana durante 

24 h. NP-P88 se administró a una concentración final de 0,4 μg/mL por pozo. 

4.3 Ensayo de Lactato deshidrogenasa (LDH) 

El ensayo de LDH está basado en que ésta es una enzima que interviene en reacciones 

metabólicas que conducen a la obtención de energía y se encuentra en casi todas las 

células del organismo. Este      ensayo cuantifica la actividad de la LDH, la cual reduce 

NAD a NADH, que luego interactúa con una sonda específica para producir un 

compuesto coloreado. Para determinar la producción de LDH en las células tratadas se 

empleó el kit comercial CyQUANTTM LDH Cytotoxicity Assay Kit siguiendo las 

instrucciones el fabricante (Invitrogen). Brevemente, se sembraron 20.000 células/pozo 

en placas de 12 pozos y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2 durante 24 horas. Luego, una 

vez adheridas, se adicionó una suspensión de nanopartículas de óxido de hierro 

conjugadas con el péptido-88 a una concentración de 4 uM y/o rhIL1β (20 ng/ml) de 

acuerdo con cada grupo experimental. Para llevar a cabo la reacción de LDH, 45 minutos 



28 

Determinación in vitro de la biocompatibilidad de un péptido marcador acoplado 

a nanopartículas USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida Título de la tesis o 
trabajo de investigación 

 

antes de completadas las 24 horas, se agregaron 10 uL de agua MILIQ a un conjunto de 

pozos por triplicado y luego, se agregaron 10uL de buffer lisis 10X. Una vez pasado el 

tiempo de incubación se transfirieron 50 uL de cada medio de muestra a una placa de 96 

pozos manteniendo el mismo orden y se colocaron 50 uL de mezcla de reacción en 

cada pozo de muestra. Posteriormente, se mezcló e incubó durante 30 minutos en 

agitación protegido de la luz. Luego, se agregaron 50 uL de solución stop a cada pocillo 

de muestra y se mezcló nuevamente. Finalmente, la lectura de densidad óptica (DO) se 

realizó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 450 nm y 620 nm. Cada una 

de las condiciones experimentales fue evaluada por triplicado. La actividad de LDH, se 

calculó utilizando la siguiente formula: 

                [
                                                                   

                                                     
]       

Para desarrollar el segundo objetivo: Determinar la variación en el perfil de moléculas 

inflamatorias secretadas por células HCMEC/D3 y T98G posterior a la administración de 

NP88 en condiciones de neuroinflamación in vitro, se utilizó la siguiente metodología: 

4.4 Citometría de flujo 

Para determinar la variación en el perfil de moléculas inflamatorias se realizó un ensayo 

multiplex con el panel prediseñado Human Adipokine Panel (Cat. No. 740196, Multi-

Analyte Flow Assay Kit - LEGENDplex de la casa comercial BioLegend). Este es un 

ensayo basado en microesferas codificadas para fluorescencia adecuadas para uso en 

citometría de flujo y permite la cuantificación simultanea de 13 analitos humanos, de 

cuales se analizarán solo aquellos relacionados con la respuesta inflamatoria: RBP4, 

MCP-1, IL1β, IP-10, IL-10, IL-8, IL-6, IFN-γ, y TNF-α. 

El fundamento de esta técnica está basado en el tamaño e intensidad interna de 

fluorescencia en cada una de las perlas, las cuales están conjugadas con un anticuerpo 
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específico y sirven para capturar un analito específico. Para esto, se recolectó el 

sobrenadante de células derivadas de cada una de las condiciones experimentales. 

Brevemente, se mezclaron las perlas e incubaron con la muestra a analizar, por lo que 

cada analito presente se unió a sus respectivas perlas. Posteriormente, se adicionó 

una mezcla de anticuerpos de detección biotinilados. Cada anticuerpo de detección en la 

mezcla se une a cada analito previamente unido a las perlas. Por último, se agregó 

estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE), que se une a los anticuerpos de detección 

biotinilados. El análisis se realizó en el LEGENDplex™ data analysis software (versión 

8.0), y los datos se expresaron como la Intensidad media de fluorescencia del 

reportero PE (MFI) en función de la concentración (pg/mL), teniendo en cuenta los límites 

de la curva estándar. 

Para desarrollar el tercer objetivo: Establecer los niveles en la expresión de IL1β y TNFα 

en células HCMEC/D3 y T98G, posterior a la administración de  NP88  in vitro se 

desarrolló la siguiente metodología: 

Mediante ensayos de PCR en tiempo real se evaluó la expresión de genes asociados a 

condiciones de neuroinflamación in vitro (IL1β y TNFα) en las líneas celulares 

HCMEC/D3 y T98G en un modelo de neuroinflamación inducida. 

4.5 Extracción de RNA 

Las células derivadas cada uno de los grupos experimentales fueron homogeneizadas 

con TRIzol (Invitrogen) e incubadas a temperatura ambiente. Posterior a esto, se 

adicionó cloroformo frío y se incubaron a temperatura ambiente. La muestra fue 

centrifugada para obtener 3 fases: fase inferior de fenol cloroformo, fase intermedia 

blanca de ADN y una fase superior incolora de RNA. La fase superior fue recolectada y 

precipitada mediante la adición de isopropanol e incubación a temperatura ambiente. La 

muestra fue centrifugada a temperatura ambiente para obtener RNA en forma de pellet. A 
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continuación, el pellet fue lavado dos veces con etanol al 75% y resuspendido en agua 

libre de RNAsas. Luego de este tiempo, se dividió en pequeñas alícuotas de 20 µL 

mantenidas a -70 °C 

 

4.6 Transcripción reversa 

Las células derivadas cada uno de los grupos experimentales fueron homogeneizadas 

con TRIzol (Invitrogen) e incubadas a temperatura ambiente. Posterior a esto, se 

adicionó cloroformo frío y se incubaron a temperatura ambiente. La muestra fue 

centrifugada para obtener 3 fases: fase inferior de fenol cloroformo, fase intermedia 

blanca de ADN y una fase superior incolora de RNA. La fase superior fue recolectada y 

precipitada mediante la adición de isopropanol e incubación a temperatura ambiente. La 

muestra fue centrifugada a temperatura ambiente para obtener RNA en forma de pellet. A 

continuación, el pellet fue lavado dos veces con etanol al 75% y resuspendido en agua 

libre de RNAsas. Luego de este tiempo, se dividió en pequeñas alícuotas de 20 µL 

mantenidas a -70 °C. 

El RNA fue cuantificado con espectrofotómetro NanoDrop™ 2000 teniendo en cuenta la 

absorbancia de la muestra en una relación de longitud de onda 260/280 nm (la relación 

A260/A280 para una muestra pura de RNA es 2.0) y 260/230. En adición, la calidad 

también fue evaluada por medio de electroforesis del RNA mediante el uso de un gel de 

agarosa 1.2%, en buffer MOPS 1X y formaldehído al 2.2%. La corrida se realizó durante 

40 minutos aproximadamente a un voltaje de 100 V para observar los fragmentos 

obtenidos. 

Para la preparación de la muestra se empleó el kit transcriptasa reversa MultiScribe (No. 

4368813, Applied biosystems), de acuerdo con las instrucciones del fabricante 



31 
 

Brevemente, se pipetearon 10 μL de master mix 2X RT y 10 μL de la muestra de RNA (1 

μg) en tubos individuales. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 25  °C 

durante 10 minutos, 37 °C durante 120 minutos, 85 °C durante 5 minutos y finalmente 4 

°C para almacenar. El volumen final fue de 20 μL por tubo. 

 

4.7 Análisis de expresión génica 
 

Para evaluar la expresión génica, se realizó PCR en tiempo real para los genes blanco. 

Para esto, se utilizó el termociclador QuantStudio3 y la mezcla de reacción PowerUp 

SYBR GREEN (Applied biossytems). Se analizaron como genes constitutivos YWHAZ y 

PGK, y como genes blanco IL1β y Laminina β1. Se realizaron 40 ciclos que bajo las 

siguientes condiciones: iniciación (95 °C durante 10 segundos), desnaturalización (95 °C 

durante 10 segundos), anillamiento (el tiempo de anillamiento fue estandarizado para 

cada uno de los primers a emplear), y elongación (70 °C durante 30 segundos). Para 

finalizar, se determinó la curva Melting con estas temperaturas y una velocidad específica 

de 0.1 °C/s. 

Para cada ensayo de PCR se utilizó un control negativo que consistió en pozos donde el 

DNAc se reemplaza por agua libre de RNAsas y un control positivo donde el gen esté 

siendo expresado. La cuantificación relativa de la expresión de mRNA se realizó 

teniendo en cuenta los niveles de RNA de control interno, por medio del método del ΔΔCt 

(Livak & Schmittgen, 2001). 

Finalmente, para desarrollar el cuarto objetivo: Determinar la variación en la producción 

de superóxido in vitro luego de la administración de NP88,  sobre las líneas celulares 

HCMEC/D3 y T98G, se desarrolló la siguiente metodología: 
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4.8 Determinación de la producción de Superóxido.  

La medición de superóxido se realizó empleando el kit comercial Cellular Superoxid 

Detection Assay Kit (Abcam). Inicialmente, se sembraron las células sobre placas de 

cultivo a una confluencia entre 50-70%. Posterior a la adherencia de las células, se 

incubaron con la solución de tinción de superóxido durante 1 hora. A continuación, se 

removió la solución y se incubó con las diferentes condiciones experimentales a evaluar. 

Se utilizó como control positivo piocianina que es una molécula inductora de ROS, este 

es un alcaloide fenazinico que constituye una de las toxinas producidas y secretadas por 

Pseudomonas aeruginosa (Hall et al., 2016; Tunca Koyun et al., 2022). Como control 

negativo se utilizó un inhibidor de ROS, N- acetilcisteína (Halasi et al., 2013; Shi et al., 

2017). Luego, las células se lavaron con tampón de lavado 1X. Finalmente, la 

producción del anión superóxido se analizó en un fluorímetro utilizando filtros de 

emisión/excitación estándar compatibles con rodamina (Ex/Em: 550/620 nm). 

La producción de superóxido se encuentra relacionada con estrés oxidativo, el cual se 

encuentra asociado a procesos inflamatorios y progresión de las enfermedades 

neurodegenerativas. La reacción catalizada por SOD es extremadamente rápida, y la 

presencia de cantidades suficientes de enzimas en las células de los tejidos típicamente 

mantiene la concentración de superóxido muy baja. Por lo tanto la cuantificación de la 

actividad SOD es esencial para determinar el estrés oxidativo con el kit (Kit de Ensayo 

SOD de Superóxido Dismutasa, Cayman Chemical – Probiotek, n.d.) 

La medición de superóxido se realizó empleando el kit comercial Cellular Superoxid 

Detection Assay Kit (Abcam). Células HCMEC/D3 y T98G, se incubaron con NPs y 

NP88. Se utilizó como control positivo piocianina, molécula inductora de ROS, y como 

control negativo se utilizará un inhibidor de ROS, N-acetilcisteína y la producción del 

anión superóxido se determinó utilizando el equipo fluorímetro (ACCURI – C-SAMPLER) 
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El análisis de producción de superóxido permitirá determinar si la administración de NPs 

y NP88a células HCMEC/D3 y T98G genera o no un aumento en los niveles de 

superóxido en comparación con el control. 

 

 

Metodología abreviada 

 

 

 

 

 

 



34 

Determinación in vitro de la biocompatibilidad de un péptido marcador acoplado 

a nanopartículas USPIO en un modelo de neuroinflamación inducida Título de la tesis o 
trabajo de investigación 

 

 

 

5. Resultados 

5.1 Ensayo de citotoxicidad 

Para evaluar los efectos citotóxicos de NP88, se realizó un ensayo de viabilidad 

utilizando el kit LDH (lactato deshidrogenasa) en células HCMEC/D3, dado que el ensayo 

LDH es un método confiable y ampliamente utilizado para evaluar la citotoxicidad celular 

al medir la liberación de la enzima LDH en el medio de cultivo celular (Gu et al., 2019; F. 

D. Zhu et al., 2021), permitiendo determinar la integridad de la membrana celular. El 

objetivo de este ensayo fue determinar el efecto biológico de NP88 sobre la viabilidad 

celular y determinar la concentración para experimentos posteriores, además de 

proporcionar información relevante sobre la biocompatibilidad del compuesto. 

Aproximadamente 10.000 células se incubaron con tres concentraciones diferentes de 

NP88; 1 uM, 2 uM y 4 uM por 24 horas (Figura 1).  
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Figura 1. Evaluación de la viabilidad en células HCMEC/D3 mediante el ensayo de LDH. Las 

células HCMEC fueron incubadas con NP88 en tres concentraciones 1uM, 2uM y 4uM durante 24 

horas. Como control positivo se lisaron las células con 10 µL de buffer de lisis 10X y se midieron a 

490nm. Los datos presentados como media ± desviación estándar (n  =  3) ± SEM; SEM: media 

del error estándar; se realizó un análisis de ANOVA de una vía* p  <  0,05, ** p  <  0,01, **** p < 

0,005 

El ensayo LDH se ha utilizado como un método confiable y ampliamente utilizado para 

evaluar la citotoxicidad celular al medir la liberación de la enzima LDH en el medio de 

cultivo celular. Para el presente estudio se emplearon diferentes concentraciones con el 

fin de determinar si existía un efecto dependiente de la concentración y a su vez, 

establecer una concentración de trabajo. 

Este ensayo, permitió determinar que células HCMEC/D3, incubadas con NP88 durante 

24 horas en concentración de 1 uM no aumentaron la mortalidad celular, mientras que las 

concentraciones de 2 uM y 4 uM mostraron un aumento significativo en relación con 

pérdida de viabilidad, respecto al grupo control. Estos resultados sugieren que NP88 no 

estaría generando un efecto citotóxico en la línea celular HCMEC/D3 en concentración 

de 1 uM, por lo que mediante este ensayo se estableció esta concentración para 

desarrollar los ensayos posteriores.  
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Figura 2. Evaluación de la viabilidad en células T98G mediante el ensayo de LDH. Las células 

T98G fueron incubadas con NP88 en tres concentraciones 1uM, 2uM y 4uM durante 24 horas. 

Como control positivo se lisaron las células con 10 µL de buffer de lisis 10X y se midieron a 

490nm. Los datos presentados como media ± desviación estándar (n  =  3) ± SEM; SEM: media 

del error estándar; se realizó un análisis de ANOVA de una vía* p  <  0,05, ** p  <  0,01, **** p < 

0,005 

Posteriormente se realizó este ensayo en células T98G, incubadas con NP88 durante 24 

horas en concentración de 1 uM y 2 uM no aumentaron la mortalidad celular, mientras 

que la concentración de 4 uM mostró un aumento significativo en la mortalidad, respecto 

al grupo control (Figura 2). Lo que sugiere que NP88 no estaría generando un efecto 

citotóxico en la línea celular T98G en concentraciones inferiores a 4 uM, permitiendo así 

definir la concentración de 1 uM como concentración de trabajo. Además, pueden 

contribuir a una evaluación de la biocompatibilidad de esta sustancia en investigaciones 

futuras y posibles aplicaciones clínicas. 
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5.2 Cuantificación de moléculas proinflamatorias y 
antiinflamatorias. 

Teniendo en cuenta los hallazgos anteriores y con el objetivo de determinar el efecto de 

NP88 sobre el perfil de moléculas inflamatorias se realizó un experimento utilizando el 

ensayo multiplex con el panel prediseñado Human Adipokine Panel (Cat. No. 740196, 

Multi-Analyte Flow Assay Kit - LEGENDplex de la casa comercial BioLegend).  

Teniendo en cuenta que las moléculas de la familia IL-1, son moduladores de la 

inflamación extremadamente potentes, las células T98G y HCMEC/D3 fueron 

estimuladas con rhIL1β a una concentración de 20 ng/mL durante 5 h, con el fin de 

inducir un ambiente celular proinflamatorio. 

Posteriormente, las células fueron incubadas o no con NP88 durante 24 horas y se 

cuantificaron las moléculas inflamatorias secretadas mediante citometría de flujo. 
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Figura 3. Moléculas pro-inflamatorias secretadas por células HCMEC/D3 estimuladas durante 24 

horas con IL1β en presencia o no de NP88. Células HCMEC/D3 estimuladas con rhIL1β durante 

24 horas, sin incubación con NP88. Las células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β a una 

concentración de 20 ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a NP88 hasta 

completar las 24 horas de tratamiento. La expresión de moléculas inflamatorias se midió mediante 

citometría de flujo usando el Human Adipokine Panel (13-plex). Datos presentados como 

porcentaje de control (n = 3) ± SEM; SEM: media del error estándar; se realizó un análisis de 

ANOVA de una vía * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  0,005. 
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Respecto a la cuantificación de las moléculas proinflamatorias en los diferentes grupos 

experimentales, se encontró un aumento significativo en la producción de IL1β, IL8, 

TNFα y MCP-1 luego de la administración de rhIL1β (20 ng/mL), lo que reflejaría la 

inducción de una respuesta proinflamatoria generada por el estímulo inflamatorio. 

La incubación de células HCMEC/D3, con NP88, sin el estímulo inflamatorio, no produjo 

un aumento significativo en la cuantificación de moléculas proinflamatorias IL1β, IL8, 

TNFα y MCP-1; lo que sugiere que NP88, por sí mismo, no genera cambios significativos 

en la respuesta proinflamatoria en estas líneas celulares. 

A continuación, células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β (20 ng/mL) durante 5 

horas y posteriormente incubadas con NP88 por 24 horas, en donde se encontró un 

aumento significativo en la cuantificación de las moléculas proinflamatorias IL1β, IL8, 

TNFα y MCP-1, bajo estas condiciones experimentales, sin embargo, fue menor respecto 

a la incubación únicamente con rhIL1β, lo que sugiere que NP88, no genera un aumento 

en la respuesta proinflamatoria, determinada por la cuantificación de IL1β, IL8, TNFα y 

MCP-1 y podría atenuar la respuesta inducida por rhIL1β.  

Posteriormente, con el fin de identificar la variación en el perfil de moléculas 

antiinflamatorias, células HCMEC/D3 fueron estimuladas con IL-1β a una concentración 

de 20 ng/mL durante 5h, simulando un ambiente celular proinflamatorio. A continuación 

las células fueron incubadas o no con las NP88 hasta completar las 24 horas de 

tratamiento y se cuantificaron las moléculas antiinflamatorias secretadas luego de la 

administración del nanoconjugado mediante citometría de flujo utilizando un kit comercial 

(Human Adipokine Panel Cat. No. 740196, Multi-Analyte Flow Assay Kit - LEGENDplex 

de la casa comercial BioLegend) 
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Figura 4. Moléculas antiinflamatorias secretadas por células HCMEC/D3 estimuladas durante 24 

horas con IL1β en presencia o no de NP88. Células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β 

durante 24 horas, sin incubación con NP88. Las células HCMEC/D3 fueron estimuladas con 

rhIL1β a una concentración de 20 ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a 

NP88 hasta completar las 24 horas de tratamiento. La expresión de moléculas inflamatorias se 

midió mediante citometría de flujo usando el kit Cat. No. 740196 Human Adipokine Panel (13-

plex). Datos presentados como porcentaje de control (n = 3) ± SEM; SEM: media del error 

estándar; se realizó un análisis de ANOVA de una vía * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  0,005. 

Respecto a la cuantificación de las moléculas antiinflamatorias en los diferentes grupos 

experimentales, se encontró que hubo un aumento significativo en la producción de las 

moléculas antiinflamatorias IL-10 e IL-6, luego de la administración de rhIL1β (20 ng/mL). 

Mientras que, la incubación de células HCMEC/D3 con NP88, sin el estímulo inflamatorio, 

no produjo un aumento significativo en la cuantificación de moléculas antiinflamatorias IL-

10 y IL-6; lo que sugiere que NP88, por sí mismo, no genera cambios significativos en la 

respuesta antiinflamatoria. 

A continuación, células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β (20 ng/mL) durante 5 

horas y posteriormente incubadas con NP88 por 24 horas y se encontró que hubo un 

aumento significativo en la cuantificación de las moléculas antiinflamatorias IL-10 y IL-6 
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bajo estas condiciones experimentales, sin embargo, fue menor respecto a la incubación 

únicamente con rhIL1β, lo cual, en relación con los hallazgos previos, sugiere que NP88, 

no genera un aumento en la respuesta antiinflamatoria, determinada por la cuantificación 

de IL-10 y IL-6 y podría estar atenuando la respuesta inducida por rhIL1β. 

Posteriormente, células T98G fueron estimuladas con rhIL1β a una concentración de 20 

ng/mL durante 5h, con el fin de inducir un ambiente celular proinflamatorio y 

posteriormente, las células fueron incubadas o no con NP88 durante 24 horas y se 

cuantificar las moléculas inflamatorias secretadas luego de la administración del 

nanoconjugado mediante citometría de flujo utilizando un kit comercial (Human Adipokine 

Panel Cat. No. 740196, Multi-Analyte Flow Assay Kit - LEGENDplex de la casa comercial 

BioLegend). 
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Figura 5. Moléculas proinflamatorias secretadas por células T98G estimuladas durante 24 horas 

con IL1β en presencia o no de NP88. Células T98G estimuladas con rhIL1β durante 24 horas, sin 

incubación con NP88. Las células T98G fueron estimuladas con rhIL1β a una concentración de 20 

ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a NP88 hasta completar las 24 horas 

de tratamiento. La expresión de moléculas inflamatorias se midió mediante citometría de flujo 

usando el kit Cat. No. 740196 Human Adipokine Panel (13-plex). Datos presentados como 

porcentaje de control ( n  =  3) ± SEM; SEM: media del error estándar; ; se realizó un análisis de 

ANOVA de una vía  * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  0,005. 

En la línea celular T98G, la exposición a nanopartículas de óxido de hierro produjo 

resultados comparables a la línea HCMEC/D3. De tal manera que, NP88 en las 

concentraciones utilizadas no genera un aumento en la producción de citocinas 
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proinflamatorias ni antiinflamatorias. Lo anterior sugiere que NP88 no estaría incidiendo 

sobre la respuesta inflamatoria en los dos grupos celulares a esta concentración. De 

igual forma, luego de inducir la respuesta inflamatoria con el estímulo, se evidencia que 

NP88 al administrarse de forma conjunta no aumenta la respuesta inflamatoria. 

Respecto a la cuantificación de las moléculas proinflamatorias en los diferentes grupos 

experimentales, se encontró que hubo un aumento significativo en la producción de IL1β, 

IL-8, TNFα y MCP-1 luego de la administración de rhIL1β (20 ng/mL), lo que reflejaría la 

respuesta proinflamatoria generada por el estímulo inflamatorio. 

Mientras que, la incubación de células T98G con NP88, sin el estímulo inflamatorio, no 

produjo un aumento significativo en la cuantificación de moléculas proinflamatorias IL1β, 

IL-8, TNFα y MCP-1; lo que sugiere que NP88, por sí mismo, no genera cambios 

significativos en la respuesta proinflamatoria. 

A continuación, células T98G fueron estimuladas con rhIL1β (20 ng/mL) durante 5 horas 

y posteriormente incubadas con NP88 por 24 horas, en donde se encontró que hubo un 

aumento significativo en la cuantificación de las moléculas proinflamatorias IL-1β, IL-8, 

TNFα y MCP-1, bajo estas condiciones experimentales, sin embargo, fue menor respecto 

a la incubación únicamente con rhIL1β, sugiriendo que NP88, no genera un aumento en 

la respuesta proinflamatoria, determinada por la cuantificación de IL-1β, IL-8, TNFα y 

MCP-1 y podría estar atenuando la respuesta inducida por rhIL1β.  

No se determinó MCP-1 en células T98G, estimuladas con rhIL1β (20ng/mL) durante 5 

horas y posteriormente incubadas con NP88 por 24 horas. 
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Figura 6. Moléculas antiinflamatorias secretadas por células T98G estimuladas durante 5 horas 

con IL1β en presencia o no de NP88. Células T98G estimuladas con rhIL1β durante 24 horas, sin 

incubación con NP88. Las células T98G fueron estimuladas con rhIL1β a una concentración de 20 

ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a NP88 hasta completar las 24 horas 

de tratamiento. La expresión de moléculas inflamatorias se midió mediante citometría de flujo 

usando el kit Cat. No. 740196 Human Adipokine Panel (13-plex). Datos presentados como 

porcentaje de control ( n  =  3) ± SEM; SEM: media del error estándar; ; se realizó un análisis de 

ANOVA de una vía  * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  0,005. 

Los resultados, mostraron un aumento significativo en la producción de IL-6, luego de la 

administración de rhIL1β, lo que reflejaría la respuesta antiinflamatoria generada por el 

estímulo empleado. La incubación de células HCMEC/D3 con NP88 no produce un 

aumento significativo en IL-6; mientras que la incubación simultánea de IL-1β y NP88, si 

bien muestra un aumento significativo en la producción de IL-6, la concentración es 

menor en comparación con la administración de IL-6 únicamente. 

Respecto a las moléculas antiinflamatorias analizadas, tienen un comportamiento similar 

en los dos grupos celulares, de tal manera que, se puede concluir que en la 

concentración empleada, NP88 no genera cambios significativos en la respuesta 

inflamatoria de los grupos celulares HCMEC/D3 y T98G, en las condiciones 
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experimentales utilizadas. Datos observados luego de 24 horas de exposición, reflejarían 

que durante este intervalo de tiempo no hay alteraciones significativas en la respuesta 

inflamatoria inducidas por la presencia de NP88 en las diferentes condiciones 

experimentales. 

 

5.3 Producción de IL1β y Lamininaβ1 
 

Posteriormente, teniendo en cuenta los hallazgos anteriores y conociendo que IL-1β 

desempeña funciones clave en el proceso inflamatorio, se evaluó la expresión génica de 

IL-1β en las diferentes condiciones experimentales utilizando el termociclador 

QuantStudio3 y la mezcla de reacción PowerUp SYBR GREEN (Applied biossytems). 

Teniendo en cuenta que en estudios previos, se identificó que el péptido88 interactuaba 

con Laminina-β1 en condiciones de neuroinflamación, se evaluó si la expresión relativa 

de esta proteína se modificaba bajo las condiciones experimentales descrita en las dos 

líneas celulares empleadas (Gaona et al., 2021b). 

Por lo tanto, células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β a una concentración de 

20 ng/mL durante 5h, con el fin de inducir un ambiente celular proinflamatorio y 

posteriormente, las células fueron incubadas o no con NP88 hasta completar las 24 

horas de tratamiento. 
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Figura 7. Expresión relativa de IL1β y laminina β1 en células HCMEC/D3 estimuladas  durante 5 

horas con IL1β en presencia o no de NP88. . Células HCMEC/D3 fueron estimuladas con rhIL1β 

durante 24 horas, sin incubación con NP88. Las células HCMEC/D3 fueron estimuladas con 

rhIL1β a una concentración de 20 ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a 

NP88 hasta completar las 24 horas de tratamiento. Los datos fueron obtenidos utilizando el 

termociclador QuantStudio3 y la mezcla de reacción PowerUp SYBR GREEN (Applied 

biossytems). Datos presentados como porcentaje de control ( n  =  3) ± SEM; SEM: media del 

error estándar; ; se realizó un análisis de ANOVA de una vía  * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  

0,005.  

Los resultados en la línea celular HCMEC/D3, mostraron un aumento significativo en la 

expresión relativa de IL1β, luego de la estimulación con 50 mg/mL durante 5 horas de 

rhIL1β, lo que refleja la respuesta generada por el estímulo inflamatorio.  

Las células HCMEC/D3 fueron tratadas con 50 mg/mL durante 5 horas y posteriormente 

incubadas con 0,1 uM de NPs hasta completar las 24 horas. Se determinó un aumento 

significativo en la expresión relativa de IL1β, mayor a la evidenciada únicamente con el 

estímulo inflamatorio. 
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Células HCMEC/D3 tratadas con 50 mg/mL durante 5 horas y posteriormente incubadas 

con 0,1 uM de NP88 hasta completar las 24 horas, mostraron un aumento significativo en 

la expresión relativa de IL1β, similar a la evidenciada con el tratamiento únicamente con 

IL1 β, lo que sugiere que NP88 no genera un aumento significativo en la expresión 

relativa de IL1 β bajo las condiciones experimentales descritas. 

Respecto a la expresión relativa de Laminina1β en células HCMEC/D3, se evidenció que 

luego del tratamiento con 50 mg/mL de IL-1β durante 24 horas, no hay cambios 

significativos en la expresión. Células HCMEC/D3 tratadas con IL-1β y NP88 tampoco 

mostraron diferencias significativas luego del tratamiento descrito previamente. 

 

 

Figura 8. Expresión relativa de IL1β y laminina β1 en células T98G estimuladas durante 5 horas 

con IL1β en presencia o no de NP88. Células T98G fueron estimuladas con rhIL1β durante 24 

horas, sin incubación con NP88. Las células T98G fueron estimuladas con rhIL1β a una 

concentración de 20 ng/mL durante 5 horas y posteriormente, fueron expuestas a NP88 hasta 

completar las 24 horas de tratamiento. Los datos fueron obtenidos utilizando el termociclador 

QuantStudio3 y la mezcla de reacción PowerUp SYBR GREEN (Applied biossytems). Datos 
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presentados como porcentaje de control (n = 3) ± SEM; SEM: media del error estándar; se realizó 

un análisis de ANOVA de una vía * p  <  0,05, ** p  <  0,01, *** p  <  0,005. 

Los resultados en la línea celular T98G mostraron un aumento significativo en la 

expresión relativa de IL1β, luego de la estimulación con 50 mg/mL durante 5 horas de 

rhIL1β, lo que refleja la respuesta generada por el estímulo inflamatorio.  

Las células T98G fueron tratadas con 50 mg/mL durante 5 horas y posteriormente 

incubadas con 0,1 uM de NPs hasta completar las 24 horas, mostraron un aumento 

significativo en la expresión relativa de IL-1β respecto al grupo control similar a la 

evidenciada con el tratamiento únicamente con IL-1β, lo que sugiere que NP88 no genera 

un aumento significativo diferencial en la expresión relativa de IL-1β las condiciones 

experimentales descritas. 

Respecto a la expresión relativa de Laminina-1β en células T98G, se evidenció que luego 

del tratamiento con 50 mg/mL de IL-1β durante 24 horas, no hay cambios significativos 

en la expresión. Células T98G tratadas con IL1β y NP88 tampoco mostraron diferencias 

significativas luego del tratamiento descrito previamente. 

Con base a los resultados obtenidos, se puede determinar que en la línea celular 

HCMEC/D3 y T98G, el tratamiento con NPs o NP88 no genera un aumento significativo 

en la expresión relativa de IL-1β, ni de Laminina β1. 
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Figura 9. Modelo predictivo del péptido-88 generado por el software I-TASSER. 

Mediante la predicción de la estructura del péptido88, mediante la herramienta 

bioinformática I-TASSER, con una puntuación C = -0.84 en donde se representa la 

secuencia del péptido de 12 aminoácidos (TPMMPETSQRFK), con una modificación N-

Terminal conjugada a biotina. Este análisis determinó 10 proteínas principales del PDB 

(Protein Data Bank) que tienen la similitud estructural más cercana, es decir, la 

puntuación TM más alta, con el modelo I-TASSER predicho.  

Teniendo en cuenta las tres proteínas principales con similitud al péptido-88, la proteína 

3BZW (lipasa de Bacteroides thetaiotaomicron), 3GKQ (Oxigenasa terminal de carbazol 

1,9a-dioxigenasa de Novosphingobium) y 2KP7 (Solución Estructura de RMN del Mus81 

N-terminal HhH)  
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La línea celular HCMEC/D3 expresa la mayoría de los transportadores y receptores 

expresados in vivo en la BHE humana, incluidos MDR1, BCRP, MRP4, receptor de 

transferrina, receptor de insulina, Glut-1 Y enzimas metabolizadoras. 

De igual manera, se realizó un Docking Molecular para determinar si el péptido-88 podría 

interactuar con el receptor de IL-1β y la proteína laminina. El péptido se modeló utilizando 

el software Avogadro, en el cual se introdujo la secuencia peptídica y se optimizó la 

estructura utilizando el campo de fuerza UFF. Posteriormente, utilizando el software libre 

SwissModel, se realizó el docking molecular utilizando las estructuras extraídas del PDB. 

Para el caso del receptor de IL-1β se obtuvo la estructura (3O4O - Crystal structure of an 

Interleukin-1 receptor complex) y para la Laminina (1H30 C-terminal LG domain pair of 

human Gas6). Se determinó que este péptido puede interactuar con estos dos target, 

sugiriendo, al menos en la evaluación in silico, una interacción que podría explicar los 

fenómenos observados. 
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Figura 10. Interacción del péptido 88 con el receptor de IL-1β 
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Figura 11. Interacción del péptido-88 con la laminina  

6 Producción de superóxido 

No fue posible desarrollar el ensayo de superóxido en esta investigación ya que, en la 

citometría de flujo, las nanopartículas dispersaron la lectura del ensayo, provocando una 

imagen distorsionada. Ante esta situación, se planteó la realización de un ensayo 

posterior utilizando inmunofluorescencia. Sin embargo, no fue posible llevar a cabo este 

ensayo, por no tener acceso a las instalaciones del laboratorio, ni al material de trabajo.  
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6. Discusión de resultados 

Los péptidos acoplados a nanopartículas han sido sugeridos como herramientas con 

aplicaciones biomédicas en lo relacionado con tratamiento, prevención y diagnóstico de 

enfermedades neurológicas (Duan et al., 2023; Kang et al., 2018). Sin embargo, aún no 

se ha descrito completamente como facilitar que las nanopartículas lleguen al sitio de 

interés, disminuir el efecto citotóxico de estas nanopartículas y favorecer el efecto 

terapéutico esperado (Dan et al., 2013; Duan et al., 2023; Kang et al., 2018). 

Con base en lo anterior, el presente estudio evaluó el efecto de las nanopartículas sobre 

la viabilidad, la evaluación del perfil inflamatorio y cambios en la expresión de genes 

asociados a inflamación, en dos líneas celulares: HCMEC/D3, con el propósito de 

modelar la BHE y la línea celular T98G para modelar células cerebrales siendo una línea 

celular de astrocitos, dado que, estas células secretan altas cantidades de laminina en un 

contexto de lesión cerebral.(Biswas et al., 2017; Chiu et al., 1991; Coccini et al., 2017)  

Inicialmente, se evaluó el efecto citotóxico de NP88, sobre la viabilidad de las dos líneas 

celulares mencionadas anteriormente, encontrando que el tratamiento con NP88 a una 

concentración de 0,1uM no induce una pérdida de viabilidad. Lo anterior, está en 

concordancia con estudios realizados por Keenan et al, en donde establecieron que las 

nanopartículas de óxido de hierro no generan efectos citotóxicos a dosis bajas de 1-

50ng/mL (Keenan et al., 2009).  Hao Wei et al, demostró que las nanopartículas de óxido 

de hierro superparamagnético (SPION) con diferentes características físico-químicas son 

tóxicas para las células en una concentración superior a 50 ng/mL. (Wei et al., 2021). 

Carla Costa et al, evaluó la citotoxicidad de dos nanopartículas de óxido de hierro 

recubiertas con sílice y ácido oleico y encontró que no inducían una muerte celular 

significativa en concentraciones de hasta 100 µg/mL (Costa et al., 2016) 
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Los resultados encontrados también son consistentes con lo descrito por Gojova et al, en 

donde los investigadores examinaron la citotoxicidad de las nanopartículas compuestas 

de óxido de hierro en la línea celular HUVEC y se evidenció un efecto citotóxico en 

concentraciones superiores a 100 μg/ml, mientras que las concentraciones por debajo de 

este umbral no indujeron ningún impacto negativo en las células.  

Otros estudios evaluaron citotoxicidad de nanopartículas de óxido de hierro en diferentes 

líneas celulares en donde no se evidenció perdida de viabilidad. Diferentes estudios han 

sugerido que una de las principales limitantes del uso de nanopartículas es que pueden 

generar una ruptura de la membrana celular en concentraciones altas, alterando las 

propiedades fisicoquímicas del microambiente celular, aumento del estrés oxidativo, la 

inflamación, el daño al DNA y la muerte celular, estos efectos se observan dependiendo 

de la composición de la nanopartícula, del recubrimiento de la misma, del tiempo de 

exposición y de la concentración. (Islam et al., 2021). Sin embargo, dichos efectos no se 

observan en concentraciones menores a 50ng/mL (Fuster et al., 2020) (Gojova et al., 

2007; Patil et al., 2018). Sugiriendo que estas nanopartículas no tienen un efecto 

deletéreo sobre las células bajo las condiciones experimentales descritas. 

Es importante resaltar que muchas secuencias de péptidos, pueden inducir la ruptura de 

la membrana celular al promover la absorción de las nanopartículas, sin embargo, dados 

los resultados obtenidos con LDH se puede sugerir que NP88 no induce una ruptura de 

la membrana celular(Gunay et al., 2022; Weksler et al., 2013). Además, dada la similitud 

con otras proteínas descritas las cuales se ha reportado que no generan daños en la 

membrana celular(Gunay et al., 2022).  

Estudios realizados por Wu et al, determinaron que Las nanopartículas de óxido de hierro 

inducen la permeabilidad de las células endoteliales microvasculares humanas a través 

de la producción de especies reactivas de oxígeno y el aumento en la permeabilidad de 

las células endoteliales, por lo que se conoce que las nanopartículas pueden atravesar la 
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monocapa endotelial por este mecanismo (Wu et al., 2013). Asimismo, Angela et al, 

investigaron la captación y la transcitosis de nanopartículas de óxido de hierro 

superparamagnéticas funcionalizadas en un modelo de BHE in vitro utilizando células 

HCMEC/D3. Los resultados mostraron que las células absorbieron las nanopartículas y 

las atravesaron la membrana celular (Ivask et al., 2017). Otros autores, han descrito la 

endocitosis de las nanopartículas por medio de la interacción con otras proteínas de 

adhesión celular como caveolina-1 y CDC42. 

Es probable que las células HCMEC y T98G pueden someter a endocitosis a las 

nanopartículas de óxido de hierro, pero el alcance y el mecanismo de la endocitosis no 

se ha descrito detalladamente (y no se realizó en este trabajo) ya que dependen de otros 

factores específicos del nanoconjugado, así como sus propiedades fisicoquímicas. 

Respecto a la fagocitosis de nanopartículas por parte de los monocitos también puede 

conducir a la activación de respuestas de estrés oxidativo, particularmente en 

concentraciones superiores a 100 μg/mL, lo que estaría en concordancia con los 

hallazgos del presente estudio (M. T. Zhu et al., 2011). 

Otro aspecto que podría incidir sobre la citotoxicidad de NP88, es el aumento de la 

hidrofobicidad de la estructura peptídica, lo que podría disminuir el tiempo de agregación 

e incidir sobre la integridad de la membrana celular(Annavarapu & Nanda, 2009; Fujiwara 

et al., 2012; Lhor et al., 2014; C. Zhu et al., 2016) La hidrofobicidad de la estructura de un 

péptido está determinada por la presencia de ciertos aminoácidos y la conformación 

general del péptido. Los aminoácidos fenilalanina y tirosina, de naturaliza hidrofóbica, 

podría incidir sobre la integridad de la membrana, sin embargo, teniendo en cuenta la 

secuencia de aminoácidos y las predicciones de la estructura del péptido mediante 

bioinformática, en general se podría sugerir que el péptido posee un comportamiento 

hidrofilico, explicando los hallazgos en el presente trabajo  (Annavarapu & Nanda, 2009; 

Fujiwara et al., 2012; Lhor et al., 2014) 
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Se ha descrito la neuroinflamación en diversas enfermedades neurológicas, por lo que, con 

el objetivo de simular un ambiente inflamatorio, células HCMEC/D3 y T98G, fueron 

estimuladas con IL1β, siendo esta una potente citoquina proinflamatoria producida por 

diferentes líneas celulares y desempeñan un papel fundamental en la progresión de la 

inflamación(Gunay et al., 2022; Lopez-Castejon & Brough, 2011). IL1β es un mediador 

inflamatorio, genera cambios que pueden ser medidos mediante la expresión de proteínas 

diferenciales en contextos neuroinflamatorios, dado que durante los  muchas enfermedades 

neurodegenerativas ocurren procesos inflamatorios asociados, se utilizó IL1β como un 

inductor de inflamación en las dos líneas celulares ((Lopez-Castejon & Brough, 2011; 

Vargas-Sanchez et al., 2016)  

Los resultados mostraron que para la línea celular HCMEC/D3, el tratamiento con IL1β, 

como se espera, incrementó la secreción de las moléculas inflamatorias TNF-α, IL1β, 

MCP1 Y IL8, siendo este resultado similar para las dos líneas celulares. Por lo que se 

sugiere que en efecto, se logró simular un fenotipo inflamatorio, teniendo en cuenta lo 

anterior, se procedió a evaluar el efecto de NP88 sobre el perfil inflamatorio bajo dos 

condiciones, en primer lugar, en un modelo libre de estímulo inflamatorio y segundo con un 

estímulo inflamatorio. Con respecto al primer escenario, se determinó que NP88 no induce 

cambios con respecto al control en la liberación de moléculas inflamatorias y bajo 

condiciones de inflamación (previo tratamiento de las células con IL1β) y posterior 

tratamiento con NP88 se encontró una disminución en las moléculas evaluadas. Con base 

en los anteriores resultados, se sugiere que el nanoconjugado tiene la capacidad de reducir 

la secreción de estas moléculas bajo condiciones inflamatorias sin exacerbar dicha 

respuesta. Estos resultados están en concordancia con estudios previos (Huang et al., 

2015; Liu et al., 2022; Wu et al., 2013; F. D. Zhu et al., 2021). Estos resultados sugieren 

que la composición específica de las nanopartículas de óxido de hierro tienen un papel 

importante en la determinación de su potencial citotóxico, destacando su potencial para 

aplicaciones biomédicas con una cuidadosa consideración de la dosis (Gojova et al., 2007).  
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Posteriormente, se cuantificó la secreción de moléculas proinflamatorias, en las líneas 

celulares HCMEC/D3 y T98G, en donde se obtuvo como resultado, un aumento en la 

producción de TNF-α, MCP1, IL8 e IL1β, posterior a la estimulación con IL1β y en 

presencia o no de NP88, en donde se pudo observar que NP88 no genero cambios en la 

respuesta inflamatoria desencadenada por IL1Β, lo que sugiere que NP88 se podría 

administrar de forma segura bajo las condiciones experimentales descritas en esta 

investigación.  

Un estudio mostró que las nanopartículas de óxido de hierro suprimen la producción de 

TNF-α por la microglía bajo un estímulo inflamatorio, otro estudio demostró que las 

nanopartículas de óxido de hierro inhiben el crecimiento tumoral al inducir la polarización de 

macrófagos proinflamatorios en los tejidos tumorales(Wu et al., 2013). Sin embargo, estos 

estudios no investigaron específicamente los efectos de las nanopartículas de óxido de 

hierro sobre el TNFα en células HCMEC o T98G. Un estudio evaluó la captación y el 

transporte de nanopartículas de óxido de hierro de superficie modificada por células 

endoteliales derivadas de humanos, pero no se observó flujo de nanopartículas a través de 

las células(Guigou et al., 2021; Kenzaoui et al., 2012; Wu et al., 2013). Por lo tanto, se 

puede sugerir que NP88 no generaría un aumento en TNFα, aunque sus efectos 

específicos sobre las líneas celulares no se han descrito específicamente. 

En cuanto a la producción de IL-8, los resultados, mostraron un aumento significativo en su 

producción luego de la administración de IL1β, lo que reflejaría la inducción de la 

neuroinflamación simulada y el posterior aumento de IL-8. La incubación de células 

HCMEC/D3 y NP88 no produce un aumento significativo en IL-8 en concordancia con lo 

descrito en la literatura (Saafane & Girard, 2022), mientras que la incubación simultánea de 

IL1β y NP88, si bien muestran un aumento significativo en la producción de IL1β, la 

concentración es menor en comparación con la administración de IL1β. 
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Diversos estudios sugieren que las nanopartículas de óxido de hierro, podrían inducir un 

aumento al favorecer la polarización de macrófagos presentes en la respuesta 

inflamatoria. Si bien, estos estudios no relacionan directamente el efecto que causan las 

nanopartículas, si podría incidir de forma indirecta sobre el aumento en MCP1(Israel et 

al., 2020; Zanganeh et al., 2016). Janik Olchawa et al, en un estudio sobre la influencia 

del tamaño del núcleo de las nanopartículas de óxido de hierro, en su biocompatibilidad y 

actividad en modelos celulares in vitro encontró que la eficiencia de movimiento a través 

de la membrana celular de las células T98G aumentó en presencia de nanopartículas  de 

óxido de hierro(Janik-Olchawa et al., 123 C.E.). 

Según estudios previos, se ha descrito que las nanopartículas de óxido de hierro, 

inducen la secreción de citocinas de manera dependiente de la dosis. La secreción de 

IL1β, TNFα, IL-6 e IL-8 se correlacionó con la activación de la respuesta inflamatoria 

inducida por nanopartículas, en concentraciones superiores a 50 µg/ml. Adicionalmente, 

las nanopartículas de óxido de hierro también inciden sobre la producción de moléculas 

antiinflamatorias como IL6; por lo que el efecto observado en la disminución de la 

cuantificación de moléculas inflamatorias en células HCMEC/D3 y T98G en presencia de 

nanopartículas presenten valores menores a los observados únicamente con el estímulo 

inflamatorio con IL1β.  

Previamente, se ha descrito que il6 incide sobre Lamininaβ1, dado que regula la 

producción de laminina y proteínas inflamatorias en células endoteliales vasculares, 

estos hallazgos sugieren que il6 pueden aumentar la producción de laminina afectando la 

respuesta inflamatoria(Wolf-Grosse et al., 2017). Teniendo en cuenta, que ya se ha 

descrito que la inflamación modula la expresión de laminina en el sistema nervioso 

central después de una lesión isquémica(Ji & Tsirka, 2012). 

Otro estudio mostró que las citocinas regulan la adhesión microglial a la laminina y la 

matriz extracelular de astrocitos. Sin embargo, no existe evidencia directa que relacione 
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el aumento de citocinas proinflamatorias con cambios en la expresión de laminina. Si 

bien algunos estudios han implicado que las citocinas proinflamatorias ejercen efectos 

importantes con respecto a diversas enfermedades neuroinflamatorias, la evidencia 

científica no es consistente sobre estos hallazgos(Ji & Tsirka, 2012; Wolf-Grosse et al., 

2017)(Ghasempour et al., 2015). 

Con base a lo anterior, el estudio realizado por Jeong et al. Muestra resultados 

relacionados con el fenómeno descrito previamente, en el cual proponen un mecanismo 

a través del cual, las nanopartículas de hierro inciden sobre la activación de moléculas de 

adhesión celular. Esta activación puede ser responsable de la disminución observada en 

la citotoxicidad. Además, los ensayos realizados por Jeong et al. demostraron que las 

nanopartículas de óxido de hierro inducen la expresión de proteínas marcadoras 

neuronales específicas tales como, lamininaβ1 y proteínas de adhesión celular en 

comparación con las células no tratadas (Kim et al., 2011)  
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7. Conclusiones y recomendaciones 

 Los resultados de esta investigación demuestran que el péptido evaluado no presenta 

citotoxicidad ni desencadena una respuesta inflamatoria significativa a una dosis de 

0,1ug/mL 

 Estos hallazgos de esta investigación sugieren que NP88 es biocompatible en las líneas 

celulares HCMEC/D3 y T98G; y se podría utilizar potencialmente como biomarcador en 

modelos de neuroinflamación. 

Recomendaciones 

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se considera que futuros 

ensayos deberían desarrollar ensayos in vivo, con el fin de caracterizar y definir su 

biocompatibilidad y la viabilidad de uso como biomarcador y posteriormente, empleando 

la técnica de resonancia magnética de imagen determinar que NP88 refleje 

neuroinflamación, que es el objetivo de interés. 
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