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RESUMEN 

 

Las ciencias farmacéuticas, utilizan micro o nano transportadores para obtener un 

suministro controlado de fármaco, capaces de interactuar selectivamente con patógenos, 

células o tejidos. El suministro dirigido de fármacos, es uno de los principales objetivos y 

retos de la medicina para asegurar el éxito en los tratamientos de enfermedades, tales como 

el cáncer de hígado En la estructura de la membrana plasmática de los hepatocitos, se 

encuentran receptores de asialoglicoproteínas, los cuales son específicos del hígado y 

presentan la capacidad de reconocimiento de hidratos de carbono, específicamente a la 

galactosa. En este trabajo, modificamos la albúmina de suero bovino (BSA) con lactosa, 

obteniendo un neoglicano (BSA-Lac). Posteriormente, se sintetizaron gliconanopartículas 

(NP-BSA-Lac), con la premisa de que serían reconocidas por lectinas microbianas 

específicas de galactosa. Se realizaron ensayos de biorreconocimiento de NP-BSA-Lac con 

adhesinas de E. coli K88 y Riccinus comunis aglutinina I (RCA). La glicación de BSA con 

lactosa se analizó por electroforesis, espectroscopia infrarroja y fluorescencia. Se estimaron 

aproximadamente 41 lactosas por molécula de BSA. Utilizando el método de emulsión de 

agua en aceite se obtuvieron nanopartículas de BSA-Lac con morfología esferoide y 

tamaño promedio de 300-500 nm. El reconocimiento específico de NP-BSA-Lac con RCA 

y E. coli K88 se observó mediante una agregación de nanopartículas, y fueron analizadas 

por dispersión dinámica de luz. Los resultados indican que las nanopartículas lactosiladas 

podrían ser potencialmente utilizadas como vector en el transporte de fármaco antitumoral. 
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ABSTRACT 

The pharmaceutical sciences are using micro or nano carriers to obtain controlled delivery 

of drug, able to interact selectively with pathogen, cells or tissues. Targeted drug delivery is 

one of the major goals and challenges of medicine to ensure success in disease treatments, 

such as liver cancer. In the structure of the plasma membrane of hepatocytes, we find 

asialoglycoprotein receptors, which are liver specific and can recognize carbohydrates, 

specifically galactose. In this work, we modified bovine serum albumin (BSA) with lactose 

obtaining a neoglycan (BSA-Lac). Subsequently, synthesize glyconanoparticles (NP-BSA-

Lac) with the premise that would be recognized by microbial galactose specific lectins. NP-

BSA-Lac was tested for bio-recognition with adhesins of E. coli K88 and Riccinus comunis 

agglutinin I (RCA). The glycation of BSA with lactose was analyzed by electrophoresis, 

infrared spectroscopy and fluorescence. Approximately 41 lactoses per BSA molecule were 

estimated. Using water in oil emulsion method was obtained BSA-Lac nanoparticles with 

spheroid morphology and average size of 300-500 nm. Specific recognition of NP-BSA-

Lac by RCA and E. coli K88 was displayed by aggregation of nanoparticles analyzed by 

dynamic light scattering. These results indicate that lactosylated nanoparticles could be 

used as a potential targeted vector in anti-tumoral drug transport.  
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS  

 

1.1. Introducción 

La nanotecnología es la ciencia que interviene en el diseño y manipulación de objetos que 

cuentan con al menos una de sus dimensiones en una escala de 0.1 milésimas de milímetro 

o menos. La nanotecnología abarca un campo muy amplio de diferentes disciplinas como la 

ciencia de superficies, la química orgánica, biología molecular, física de semiconductores, 

entre otro. Actualmente investigaciones se han enfocado en crear nuevos materiales y 

dispositivos con un amplio alcance de aplicaciones, tales como la medicina, electrónica, 

biomateriales y producción de energía. La nanomedicina como su nombre lo dice, es la 

aplicación de la nanotecnología en el campo de la medicina, siendo su objetivo de estudio 

el diagnóstico y tratamiento de enfermedades a nivel nanométrico. El cáncer representa un 

grave problema de salud pública a nivel mundial. De acuerdo a la organización mundial de 

la salud (OMS), tan solo en el 2012 un total de 8.2 millones de defunciones fueron 

atribuidas al cáncer. Siendo el cáncer de hígado (CH) el tercer y cuarto tipo de tumores 

malignos que más afectan a hombre y mujeres en México (INEGI, 2014), respectivamente. 

El índice de fatalidad de esta patología es del 0.99, eso quiere decir que la mayoría de las 

personas que enferman con CH mueren (Aldaco-Sarvide, 2012). No obstante, este índice de 

fatalidad se ve reducido cuando no existe un proceso cirrótico previo, en estos casos la 

sobrevivencia a 5 años se ve aumentada hasta un 75%. Por otra parte, cuando existe un 

proceso de cirrosis previa, este índice de sobrevivencia se ve disminuido hasta un 5%. Es 

importante mencionar que un total de 32 millones de personas en un rango de 12 a 65 años 

de edad de la población en México consumen alcohol, esto quiere decir que son más 

propensos a enfermar de una patología hepática como lo es la cirrosis, siendo así un mayor 

número de personas con riesgo de padecer cáncer de hígado. 

        Debido a la gran relevancia de esta patología, es necesario generar conocimientos y 

obtener nuevas y eficientes técnicas de diagnóstico y tratamiento. Las técnicas de 

tratamiento contra el cáncer involucran el uso de agentes activos que pueden resultar un 

tanto tóxicos para el organismo. Es por eso que recientemente se ha implementado el uso de 

estrategias que permitan reducir la dosis y evitar el esparcimiento de dichos agentes hacia 
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tejidos donde no se requieren, evitando así la generación de efectos secundarios. En la 

actualidad la nanotecnología se ha enfocado en el diseño y desarrollo de nuevos 

nanovehículos de fármacos (drug delivery, por su término en inglés), posibilitando así una 

terapia más específica y una liberación controlada de los mismos. Adicionalmente, se han 

desarrollado agentes que facilitan la detección de un tejido o un tumor maligno, y de esta 

manera dirigen un fármaco de manera específica (targeted drug delivery). Este tipo de 

implementación en terapias contra el cáncer, es una de las metas que se han establecido 

para el 2020 aumentar la supervivencia hasta un 31 % de  pacientes que sufren esta 

patología (Mariotto, 2011). Una de las grandes limitantes en las actuales terapias contra el 

cáncer que utilizan quimioterapias, es el costo alto, sin embargo las terapias dirigidas 

podrán reducir los costos altos a mediano plazo así como también los efectos secundarios 

que pudiesen originar este tipo de terapias (Mariotto, 2011). Esto es de gran importancia ya 

que el padecimiento de esta patología genera un impacto económico muy elevado tanto a 

pacientes como a instituciones de salud pública. 

        En la actualidad, los vehículos de fármacos se basan principalmente en compuestos 

orgánicos e inorgánicos. Entre los más importantes se encuentra la albúmina, ya que 

presenta grandes ventajas: es un material fisiológico, biodegradable y de baja alergenicidad, 

lo que presenta una muy baja posibilidad de despertar una respuesta inmune por parte del 

organismo; la síntesis de nanopartículas resulta un tanto fácil y reproducible de realizar; los 

diversos grupos funcionales que presenta la albúmina, podrían ser utilizados para la unión 

de moléculas y de esta manera orientar específicamente un fármaco hacía un lugar de 

interés. Además, recientemente la Administración de Drogas y Alimentos, aprobó el uso de 

nanopartículas de albúmina para el transporte de fármacos en pacientes humanos. 

        En la actualidad se investigan cientos de agentes anticancerígenos que pueden ser 

incorporados a nanopartículas de albúmina, sin embargo, muy pocas investigaciones se han 

enfocado en la entrega de fármacos de una forma específica (Dandagi, 2006).  

        La vectorización de un fármaco hacia un sitio específico en el organismo, puede 

llevarse a cabo mediante la conjugación de ligandos de moléculas biológicas y receptores 

moleculares que se sobre expresen, como lo es en células cancerígenas. De esta manera, un 

transportador de fármaco con una orientación especifica puede distinguir entre una célula 
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normal y una célula cancerígena, evitando efectos y daños secundarios asociados a los 

fármacos (Khanna, 2012). 

        Los hepatocitos se caracterizan por tener en su superficie un receptor conocido como 

receptor de asialoglicoproteínas (RAGP), el cual se sobre expresa hacia carbohidratos, 

específicamente a la galactosa. Una de las características que presentan las glicoproteínas 

es que después de un determinado tiempo de vida, desprenden residuos de ácido siálico 

terminal presente en sus oligosacáridos, donde posteriormente quedan expuestos residuos 

de galactosa donde finalmente estos interaccionan con la sobreexpresión especifica de los 

RAGP’s de células hepáticas. Por otra parte, una vez llevado a cabo este proceso de 

biorreconocimiento, el complejo formado entre los receptores y las glicoproteínas es 

introducido a la célula mediante endocitosis donde es degradado por acción de lisosomas. 

Se estima que en un hepatocito se encuentra una densidad de 500 000 RAGP’s, donde, 

además la expresión de estos receptores se mantiene cuando se presentan hepatomas (Han, 

1999).  

        Este proceso de biorreconocimiento específico puede ser aprovechado para vectorizar 

un fármaco, modificando la superficie de nanopartículas con un elemento de 

reconocimiento adecuado por los receptores de RAGP para poder ser endocitada y 

posteriormente ser degradada liberando el fármaco. De tal manera, la propuesta de este 

trabajo pretende aprovechar la interacción RAGP’s-galactosa para sintetizar nanopartículas 

galactosiladas y cargadas con fármacos antitumorales a fin de dirigirlas a las células del 

hígado. Nuestro grupo de trabajo cuenta con una amplia experiencia en interacciones 

receptores-carbohidrato, siendo una de ellas la producción de neoglicanos a partir de 

lactosilación de la albúmina con la capacidad de reconocimiento por parte de lectinas 

vegetales y adhesinas bacterianas específicas para galactosas (A.I. Ledesma-Osuna, 2009; 

A.-i. Sarabia-Sainz, 2011).  Por otra parte, se ha reportado el reconocimiento de RAGP 

hacia estructuras que contiene galactosa a partir de albúmina modificada (Choi, 2014). Es 

por ello que se pretende desarrollar sistemas nanoestructurados a partir de albúmina 

modificada con lactosa para el transporte de doxorubicina, el cual ha demostrado ser un 

eficiente antitumoral para cáncer hepático. De esta manera los residuos expuestos de 

galactosa presentes en nuestras nanopartículas de albúmina, podrían ser reconocidos por 
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medio de los receptores de asialoglicoproteínas llevando a cabo el transporte y liberación 

de doxorubicina, mediante una orientación especifica hacia células de hígado, obteniendo 

así una terapia dirigida.  

 

1.2. Hipótesis 

 

La albúmina modificada con lactosa puede ser utilizada como modelo para desarrollar 

nanovectores tejido-específico para el tratamiento de cáncer de hígado. 

 

1.3. Objetivo General 

 

Desarrollar nanovectores de fármacos anti-tumorales tejido-específicos orientados hacia 

una terapia dirigida a cáncer de hígado.  

 

1.4. Objetivos Específicos 

 

• Realizar la modificación de albúmina sérica bovina con lactosa. 

• Sintetizar y caracterizar las nanopartículas de albúmina. 

• Analizar el biorreconocimiento de nanopartículas de albúmina. 
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Transporte de Fármacos 

 

En la actualidad, investigaciones de las áreas farmacológicas se han enfocado en el diseño 

de nuevos sistemas de transportes y liberación de fármacos.  Un fármaco se define como el 

principio activo al cual se le debe el efecto farmacológico proveniente de alguna droga o 

medicamento (Talevi, 2016). Dentro de los aspectos que hay que evaluar para obtener una 

adecuada absorción del fármaco, es su correcta dosificación en el organismo.  Es por esto 

que, para llevar a cabo una apropiada liberación y absorción de un fármaco, es necesario 

tomar en cuenta diversos factores como el medio fisiológico en el que se encuentran, la vía 

de administración, las barreras fisiológicas a traspasar, las propiedades fisicoquímicas del 

propio fármaco y la especificidad del mismo (Santa & López Osorio, 2013). Por otro lado, 

la falta de especificidad de un fármaco, puede ocasionar la liberación y absorción en tejidos 

donde no se requiere, además de la liberación de dosis elevadas de fármacos, lo que 

ocasionalmente se ve reflejado en una serie de efectos secundarios indeseables en el 

organismo. 

        El uso de sistemas de transporte que permita orientar a los fármacos, sea de forma 

pasiva o de forma activa, puede representar grandes ventajas comparado con los sistemas 

de transporte de liberación de fármacos convencionales (Bertrand, 2014). En este sentido, 

un vector con capacidad de concentrar fármacos en el lugar requerido y en la forma 

adecuada será de gran relevancia en el tratamiento de patologías. 

        En las ciencias farmacéuticas, se define como vector o vectorización a un sistema 

estructurado que encapsula un principio activo a manera de obtener un mayor tiempo de 

vida media del fármaco, así como aumentar la eficiencia del mismo. 
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Dentro de las principales ventajas de vectorizar un fármaco tenemos: 

• Aumento en la eficacia de transporte de fármacos en medios fisiológicos. 

• Transporte de fármaco hacia lugares fisiológicos difícil de penetrar. 

• Aumento de especificidad hacia tejidos de interés. 

• Aumento de la actividad prolongada de un fármaco. 

• Reducción de la dosis de fármacos utilizados. 

• Reducción del riesgo de despertar una respuesta inmune en el organismo. 

• Aumento en el control de la liberación de un fármaco. 

 

 

2.2. Sistemas de Liberación Controlada de Fármacos 

 

En la actualidad la forma de administración de fármacos puede darse mediante tabletas, 

comprimidos y soluciones vía intravenosa. Sin embargo, este tipo de administración de 

fármacos se lleva acabo de una manera en la cual la cantidad del fármaco en el lugar 

requerido no es controlada. La forma de asegurar concentraciones adecuadas del 

medicamento es mediante administraciones repetidas, lo que ocasionalmente lleva a 

fluctuaciones en la concentración del fármaco fuera de la ventana terapéutica necesaria. 

(Rojas-Aguirre, 2016). Asimismo, el fármaco está expuesto a los mecanismos de 

depuración del propio sistema, como por ejemplo formar complejos con proteínas 

residentes como la albúmina sérica, a la modificación química o enzimática, acumulación 

en tejidos sin interés para la terapia, etc. 

        Para obtener una eficiencia mayor del fármaco, se busca controlar la administración de 

éste, de tal forma, que la liberación del medicamento se mantenga durante períodos 

prolongados y de esta manera evitar en la medida de lo posible la necesidad de administrar 

dosis repetidas (Santa & López Osorio, 2013). La figura 1, muestra un gráfico teórico 

haciendo comparación de un sistema de liberación controlada de fármacos contra la 

liberación en forma libre. Es indudable que proporcionar dosis únicas de fármacos será de 

gran comodidad y seguridad para los pacientes, además que la eficiencia terapéutica podrá 

aumentar. 
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Figura 1. Comparación de un sistema de liberación controlada de fármaco contra la 

liberación libre de fármaco (Sarabia-Sainz, 2012). 
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2.3. Matrices Poliméricas para Transporte de Fármacos 

 

Existe una gran variedad de materiales que pueden ser utilizados como matrices 

poliméricas para el transporte de fármacos. Los materiales poliméricos se pueden clasificar 

en sintéticos y naturales, por ejemplo, polímeros sintéticos como: ácido poli-láctico-co-

glicólico (PLGA por sus siglas en ingles), poli-ϵ-caprolactosa (PCL por sus siglas en 

ingles), celulosas modificadas, poliacrilamidas, entre otros. Por otra parte, tenemos los 

polímeros naturales como: albúmina, gelatina, quitosano, ácido hialurónico y alginatos 

(Neira-Carrillo, 2013). En la tabla 1, tenemos una representación de los materiales 

poliméricos más utilizados para el transporte de fármacos. 

 

Tabla 1. Principales biomateriales usados para la encapsulación de fármacos (Sarabia-

Sainz, 2012). 

Polímero  Fármaco 

Ácido poli-láctico-co-glicólico 

(PLGA) 

Taxol, Paclitaxel, Estradiol 

Ácido poliláctico (PLA)  Hemoglobina, Proteína C, 

Poli-ϵ-caprolactosa (PCL)  Insulina, Taxol 

Gelatina  Paclitaxel, 

Quitosano  Ciclosporina A,  

Alginato  Teofilina, diclofenaco 

Carragenina  Alopurinol, alcohol deshidrogenasa 

Pectinas  Metronidazol 

Albúmina  Diclofenaco, Dexometasona 
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2.4. Transporte de Forma Pasiva 

 

Los sistemas nanoestructurados para el transporte de fármacos, se caracterizan 

principalmente por el mecanismo en el que distribuyen dicho fármaco a través del 

organismo. Una manera de distribuir y entregar fármacos por parte de los vectores es 

denominada vía pasiva o inespecífica. Este tipo de vectorización, puede llevarse a cabo 

mediante procesos de difusión, basados principalmente en el transporte de moléculas a 

través de membranas celulares, lo que comúnmente es conocido como gradiente de 

concentración (Arellano, 2013). Por otra parte, la vectorización también puede darse por 

convección, la cual, está directamente relacionado con los movimientos originados por 

fluidos dentro el organismo (Tykocki & Miękisiak, 2016). Sin embargo, otra de las 

características importantes en la distribución de fármacos se basa en el tamaño del vector 

utilizado, ya que de esto depende la ruta de administración del fármaco, así como la vía de 

eliminación del mismo. Por ejemplo, en una administración de fármaco por vía parenteral, 

cuando se administran nanopartículas con un tamaño menor a los 10 nm estas son filtradas 

y eliminadas por los riñones. Asimismo, nanopartículas con un tamaño de hasta 100 nm 

suelen por lo general salir del sistema sanguíneo atravesando capilares, además 

nanopartículas con tamaños mayores a los 100 nm, principalmente se caracterizan por 

alojarse en regiones del hígado (Martín, 2014). Nanopartículas con un tamaño superior a 

los 500 nm suelen ser más susceptibles a ser fagocitadas por células del sistema inmune 

(Shang, Nienhaus, & Nienhaus, 2014). El diámetro de los capilares varía según el órgano 

en el que se localice, sin embargo, el tamaño límite para que una nanopartícula pueda 

circular por estas vías, es alrededor de unos cuantos micrómetros.  

        La administración de fármacos por vía pulmonar ha sido muy atractiva, debido a que 

suele ser un tanto más cómodo para el paciente, así como también presenta una mayor 

absorción y distribución del fármaco. Investigaciones coinciden que tamaños alrededor de 

unas 3 µm suelen ser más adecuados para este tipo de administración (Shang, Nienhaus, 

Jiang, et al., 2014). 
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        Por otra parte la vía oral, suele ser otra ruta de administración de fármacos que 

presenta grandes ventajas, ya que por esta ruta la vectorización de fármacos puede alcanzar 

dosis más altas y generar una mejor distribución en el organismo (Mei, 2013). Sin embargo, 

la vía de administración por medio parenteral ha sido una de las más utilizadas en la 

vectorización de fármacos, debido a que presenta una ventaja fundamental sobre las otras 

vías de administración, ya que por este método el fármaco es administrado de forma directa 

a la circulación sistémica del paciente, por lo que es más fácil llegar al área afectada.  En la 

figura 2 podemos observar el camino y deposición dentro del organismo de nanopartículas 

según su tamaño.  

 

Figura 2. Deposición de nanopartículas según el tamaño en los principales órganos del 

cuerpo humano (Sarabia-Sainz, 2012). 

        Es importante señalar que la distribución de los vectores en un organismo en gran 

medida es influenciada por su tamaño. Sin embargo, son muy importantes las propiedades 

químicas y físicas del material que forma al vector, por ejemplo, la adhesividad, carga 

superficial, capacidad de deformación entre otros. Asimismo, en un proceso patológico la 
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circulación normal de las biomoléculas sufre cambios, favoreciendo el intercambio de 

metabolitos en el lugar afectado y por lo cual, la vectorización pasiva puede ser favorecida. 

       

2.4.1. Transporte Pasivo por Aumento de la Permeabilidad y Retención (EPR) de la 

Zona Afectada. 

El efecto de permeabilidad y retención (EPR), se caracteriza por presentar una acumulación 

mayor de cierto número de moléculas endógenas (enzimas, vitaminas, aminoácidos, 

células, etc.) o exógenas (liposomas, nanopartículas, entre otros), comienza a ocurrir un 

proceso de angiogénesis para satisfacer la demanda de oxígeno y nutrientes requeridos, así 

como también los vasos sanguíneos comienzan a ser irregulares, dilatados o con poros, las 

células endoteliales empiezan a estar más separadas y el drenaje linfático comienza a ser 

más deficiente en comparación con los de tejidos normales (Prabhakar et al., 2013). Todos 

estos aspectos contribuyen en un transporte molecular con flujo anormal, el cual puede ser 

aprovechado para el transporte de fármacos. La figura 3, muestra el flujo de nanopartículas 

a través de los vasos sanguíneos, el cual es mayor en las áreas donde existe células 

tumorales, debido a la separación o malformación entre células endoteliales lo que permite 

un mayor flujo hacia células tumorales, adicionalmente se ve una disminución en el drenaje 

linfático de las mismas. 

 

Figura 3. Efecto EPR. Acumulación de nanopartículas en células tumorales (Peer et al., 

2007). 
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        El efecto EPR ha sido aprovechado en el transporte de fármacos mediante 

nanoestructuras como nanopartículas y liposomas en tejidos cancerosos. Por otra parte, la 

combinación de esta terapia con otras técnicas como el direccionamiento de fármacos 

mediante vectorización activa,  es decir, vectores capaces de inducir un biorreconocimiento, 

generan nuevos tratamientos contra el cáncer siendo así más eficientes en la distribución 

del fármaco en tejidos cancerosos (Maeda, 2013). 
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2.5. Transporte de Forma Activa 

 

Los sistemas de vectorización activa se desarrollaron principalmente para evitar las 

pérdidas de fármacos hacia otros lugares donde no se requiera, es decir, modificar la 

biodistribución de fármacos y dirigirlos hacia lugares específicos. Este tipo de 

vectorización se puede llevar a cabo mediante la conjugación de la superficie del vector con 

un ligando que posean un receptor en un sitio especifico (Suárez, 2016). 

        Recientemente, se han publicado una gran variedad de trabajos en los que se basan 

principalmente en una terapia anticancerígena con la implementación de vectorización 

activa mediante el uso de diversos ligandos de manera específica, donde su función 

principal es la distinción entre células normales y tumorales. 

 

2.5.1. Mecanismos de Transporte Activo 

 

Los desarrollos de técnicas de interacción biológica han sido aprovechados extensamente 

para la identificación, aislamiento, purificación, cuantificación de biomoléculas, por 

ejemplo, las variantes de la técnica de ELISA (acrónimo del inglés Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay), cromatografía de afinidad, ensayos con lectinas para identificación 

de carbohidratos, entre otras. Este tipo de técnicas de reconocimiento biológico son ideas 

trasladadas ahora en la vectorización activa de fármacos (Suárez, 2016; Tanaka K, 2014). 

De tal manera que el llevar un medicamento únicamente al lugar requerido, es decir el 

mecanismo que emplea un sistema de vectorización activa se basa principalmente en la 

conjugación de la superficie del vector con un ligando (antígenos, lectinas, adhesinas, etc.) 

que posea su receptor (anticuerpo, carbohidratos, péptidos, vitaminas, etc.) en un sitio diana 

(Suárez, 2016; Tanaka K, 2014).  

        Dentro de los principales ligandos más estudiados se encuentran, carbohidratos como 

la galactosa, manosa o ácido siálico, los cuales presentan la capacidad de 
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biorreconocimiento con receptores de asialoglicoproteínas presente en hepatocitos como se 

observa en la figura 4.  

 

Figura 4. Reconocimiento de un liposoma con residuos de galactosa en la superficie a nivel 

de hepatocitos (Suárez, 2016).  
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2.5.1.1. Receptor-Ligando 

 

Un ligando se define como cualquier molécula que pueda ser bio-reconocida dentro de un 

organismo y que puede o no enviar una señalización celular (Haburcak, Shi, Du, Yuan, & 

Xu, 2016) y de esta manera facilitar la función del vector como un transportador ideal 

(Haburcak et al., 2016). El ligando puede ser representado de varias formas como un 

anticuerpo, una lectina, una proteína específica, una hormona, ácido fólico, una molécula 

de bajo peso molecular, etc. Dichos ligandos son utilizados para dirigir el vector hacia un 

lugar de interés donde presente un receptor de alta, media o baja especificidad dependiendo 

la interacción ligando-receptor como se puede observar en la figura 5. 

 

 

Figura 5. Relación que guarda un receptor-ligando respecto a su especificidad.  
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Existen otros tipos de ligandos como lo son los de terapia específica, este tipo de ligandos 

están asociados principalmente con anticuerpos monoclonales o fragmentos de estos, 

capaces de interaccionar con antígenos asociados principalmente a tumores cancerígenos 

como se ilustra en la figura 6. Dentro de las funciones principales de estos tipos de ligandos 

se encuentra el biorreconocimiento de forma específica y con gran capacidad de afinidad a 

células tumorales para hacer más eficiente el transporte de fármacos y evitar efectos o 

daños secundarios asociados a este tipo de terapias (MacRaild, Richards, Anders, & 

Norton, 2016). 

 

 

Figura 6. Representación de la interacción antígeno-anticuerpo. 
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El uso de vitaminas como el ácido fólico, Vitamina D, y la biotina, son algunos de los 

ligandos más estudiados debido a la capacidad que poseen de interaccionar con receptores 

específicos presentes en células tumorales. Los receptores de ácido fólico se caracterizan 

por estar presentes de forma muy abundante en células con cáncer, ya que son requeridas en 

la síntesis de ADN (Huang et al., 2016). La figura 7 es una representación de un vector 

modificado con ácido fólico, el cual presenta grandes ventajas en la distribución de 

fármacos, ya que interactúan con receptores de células con cáncer y son traducidos a 

generar un proceso de endocitosis y la posterior acumulación de estas moléculas en el 

citosol de las células.  

 

 

Figura 7. Representación de un vector modificado con ácido fólico. 
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Recientemente se ha demostrado que carbohidratos como: galactosa, manosa, ácido siálico, 

entre otros,  presentan la capacidad de interaccionar con receptores específicos, como los 

receptores de asialoglicoproteínas presentes en células hepáticas (Xue et al., 2016). 

Investigaciones realizadas por  (B. Wang et al., 2016), demostraron que la administración 

de nanopartículas conjugadas con lactosa presentan un claro biorreconocimiento en 

hepatocitos, dicho reconocimiento fue atribuido a receptores de asialoglicoproteínas en 

hepatocitos que reconocieron residuos de galactosa expuestos por la conjugación con 

lactosa en la superficie de la nanopartícula. La figura 8, muestra una representación de la 

interacción lectina-carbohidrato en adhesinas bacterianas, la cual se debe a la presencia de 

receptores que reconocen residuos de galactosa, además de la interacción lectina-

carbohidrato en una pared celular. 

 

 

Figura 8. Representación de la interacción lectina-carbohidrato. 
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2.6. Gliconanotecnología 

 

El desarrollo de la ciencia a nivel nanoscópico, ha venido emergiendo y tomando un papel 

de gran importancia en áreas como la medicina y la biología. La gliconanotecnología se 

define como la síntesis de nuevas estructuras, modificadas superficialmente con 

carbohidratos, dando lugar a una disciplina importante dentro de las áreas químicas y 

biológicas (Sangabathuni et al., 2016). El uso de carbohidratos en nanoestructuras 

proporciona habilidades para interaccionar en sistemas biológicos, ya que presentan 

múltiples grupos funcionales y de gran variabilidad estructural. El uso de la 

gliconanotecnología, presenta grandes aplicaciones como biosensores de glicoproteínas, 

agentes de contraste molecular, inhibición de enzimas, etc. (Kaur & Mahajan, 2016). Este 

tipo de nanoestructuras modificadas podrían ayudar a detectar enfermedades en temprano 

desarrollo como lo es el caso del cáncer, es por esto que la gliconanotecnología, ha venido 

emergiendo como una nueva alternativa para el diseño de nuevas técnicas de diagnóstico y 

tratamiento de enfermedades. 

 

Figura 9. Representación de estructuras modificadas con carbohidratos. 
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2.6.1. Glicomateriales 

 

Los glicomateriales, son materiales que se caracterizan por llevar carbohidratos 

inmovilizados en su superficie, la cual combina propiedades tanto del material como de 

glicanos, los cuales presentan múltiples ligandos que pueden ser de gran utilidad en 

sistemas de detección, imagenología y diagnóstico de cáncer (Restuccia, Fettis, & Hudalla, 

2016).  

        Existe una gran variedad de materiales a base de polímeros tanto naturales como 

sintéticos que pueden ser utilizados para ser conjugados con carbohidratos. Posteriormente, 

a partir de este tipo de materiales poliméricos, podemos formar estructuras conjugados con 

carbohidratos tales como se muestran algunos casos en la Tabla 2.  

Tabla 2. Principales nanoestructuras para el transporte de fármacos a base de materiales 

poliméricos (Suárez, 2016). 
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2.6.3. Glicoconjugados 

 

Un glicoconjugado, consiste principalmente en la unión covalentemente de un carbohidrato 

con proteínas, lípidos, péptidos, sacáridos, entre otros. En base a esto, se derivan diferentes 

categorías tales como: glicoproteínas, glicolípidos, glicopéptidos, lipopolisácaridos y 

peptidoglicanos (Krasnova & Wong, 2016). El uso de la glicoconjugación de carbohidratos 

presenta grandes aplicaciones, relacionadas con la interacción o biorreconocimiento de 

células cancerígenas. 

 

2.6.2. Neoglicanos 

 

Un glicano se caracteriza por la unión de uno o varios monosacáridos hasta formar una o 

más cadenas de carbohidratos.  Un glicano también es conocido como la parte de hidrato de 

carbono de un glicoconjugado, donde un glicoconjugado se caracteriza por la unión de 

glicanos a proteínas o a lípidos mediante enlaces covalentes, para formar glicoproteínas o 

glicolípidos respectivamente (Böcker, Laaf, & Elling, 2015). 

        Los neoglicanos son sintetizados principalmente por la conjugación de glicanos y 

proteínas nativas como lo es la albúmina, que juega un papel como andamio para la 

presentación de ligandos, además pueden ser diseñados para ser reconocidos 

específicamente por lectinas y aprovechados en investigaciones relacionadas con el cáncer 

(Unverzagt et al., 2002). 

        Una de las grandes ventajas que presentan las glicoproteínas aparte de su función 

principal estructural, es la capacidad de biorreconocimiento celular cuando se encuentran 

sobre la superficie de una membrana, ya que pueden ser utilizadas como agentes de 

contraste para el biorreconocimiento de células cancerígenas y direccionamiento en el 

transporte de fármacos antitumorales. 
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2.7. Modificación de la Albúmina con Carbohidratos 

 

Recientes investigaciones se han enfocado en la conjugación de proteínas con hidratos de 

carbono, teniendo como resultado un producto de glicación (Rabbani & Thornalley, 2016).  

Actualmente, la albúmina ha sido de gran interés debido a las propiedades físico-químicas 

que presenta ya que es un material fisiológico, biodegradable y de baja alergenicidad por lo 

que recientemente la Administración de Drogas y Alimentos aprobó el uso de 

nanopartículas de albúmina para el transporte de fármacos es por ello que se ha utilizado 

como modelo en la glicoconjugación de proteínas. La glicación de la albúmina mediante un 

proceso de reacción no enzimático llamado reacción de Maillard, consiste en una reacción a 

temperatura de 100° C entre una azúcar reductora y un grupo amino de una proteína o 

aminoácido. Durante esta reacción se puede distinguir el proceso de glicación, el cual 

consiste de tres etapas: la primera etapa se caracteriza por la asociación de una azúcar con 

la proteína para formar una base de Schiff, el cual es estable por un período corto de 

tiempo, la siguiente etapa consta en el reordenamiento de los enlaces químicos a una forma 

más estable, comúnmente llamada producto de Amadori. La última etapa con lleva a la 

formación de compuestos fluorescentes, la cual está determinada por los enlaces aminos de 

la proteína y un aldehído de la adición con la azúcar reductora y por el tiempo de 

exposición de la proteína, para finalmente dar como resultado la modificación de la 

proteína o un glicoconjugado (Jian, He, Sun, & Pang, 2016).  
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Figura 10. Representación de albúmina sérica bovina modificada con lactosa. 

 

2.8. Aplicaciones de la Gliconanotecnología en la Terapia Contra el Cáncer 

 

En la actualidad muchas investigaciones se basan en el diseño de nuevas nanoestructuras 

conjugadas con carbohidratos, proporcionando habilidades para interactuar con receptores 

específicos. El diseño de nanopartículas a base de materiales polímeros conjugados con 

carbohidratos, han venido emergiendo y generando grandes aplicaciones con campos como 

la biotecnología (Reichardt, Martín-Lomas, & Penadés, 2016). Además, el uso de esta 

tecnología se extiende en distintos campos debido a las propiedades que presentan estas 

nanoestructuras, ya que pueden ser utilizadas como transportadores de fármacos 

antitumorales con un biorreconocimiento específico y como agentes de contraste en 

terapias contra el cáncer. 

        La glicotecnología presenta la capacidad de integrar conocimientos del área de 

materiales y biotecnología para el desarrollo de aplicaciones en campos como la 

nanomedicina. La generación de nuevas y eficientes técnicas de diagnóstico y tratamiento 

contra el cáncer, como el diseño de nuevos nanovectores de fármacos antitumorales 

posibilita la liberación controlada y especifica de los mismos en células tumorales. 
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2.9. Cáncer Hepático 

 

El cáncer de hígado, también conocido como cáncer hepático, consiste en una serie células 

tumorales de crecimiento descontrolado en el hígado.  El tipo más común de cáncer de 

hígado es el carcinoma hepatocelular (hepatoma o HCC), siendo este uno de los principales 

tipos de tumores malignos que más afectan a hombres y mujeres (Mokdad, Singal, & Yopp, 

2016) (Forner & Reig, 2016). 

        El cáncer de hígado se clasifica en dos etapas, la etapa primaria del carcinoma 

hepatocelular  es una de ellas y se caracteriza por tener diversos patrones de crecimiento, en 

algunos casos estos comienzan con un tumor pequeño que va creciendo, sin embargo existe 

otro tipo en el cual aparecen varias manchas a través del hígado, este tipo de carcinomas 

está asociado con personas que presentan cirrosis hepática (Aguilar-Olivos et al., 2016). 

Otra etapa es el cáncer secundario de hígado o cáncer metastásico, el cual consiste en el 

padecimiento de cáncer que se propaga por varias regiones del cuerpo, por ejemplo, si se 

origina en otro órgano y se esparce hacía el hígado, se dice que es un cáncer de hígado 

secundario como se observa en la figura 11. 

 

Figura 11. Representación de las etapas de Carcinomas Hepatocelular. 
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        La organización mundial de la salud (OMS) estima una prevalencia de que, por cada 

100.000 personas en el mundo, 30 personas padecen de cáncer de hígado. El índice de 

fatalidad de este tipo de cáncer es del 0.99, es decir, casi el 100% de las personas que lo 

padecen mueren (INEGI, 2014). 

        El cáncer hepático o carcinoma hepatocelular se encuentra asociado a enfermedades 

como la cirrosis, la cual puede ser causada por: abuso excesivo de alcohol, inflamación del 

hígado, hepatitis B o C, enfermedades autoinmunes, exceso de hierro en el cuerpo, etc. 

(Aguilar-Olivos et al., 2016). 

        Los sistemas de diagnóstico de cáncer de hígado se basan principalmente en pruebas 

como:  

• Análisis de sangre (alfa-fetoproteína AFP), una proteína que es producida por 

tumores en el hígado. 

• Estudios de imagen como resonancia magnética o tomografía computarizada.  

• Biopsia de una pequeña muestra de tejido del tumor, el cual revela si el tumor en 

canceroso (maligno) o no canceroso (benigno). 

        Los tratamientos contra el cáncer de hígado se caracterizan por frenar el avance del 

tumor y tratar los síntomas ocasionados por esta patología. Dentro de los tratamientos 

utilizados contra el cáncer de hígado, tenemos la terapia ablativa, terapia de radiación o 

radioterapia, quimioterapia, entre otros (Mokdad et al., 2016). Estos tipos de tratamiento 

contra el cáncer de hígado resultan un tanto agresivo para las personas que sufren esta 

patología, debido a que las terapias utilizadas, se basan en radiación y ocasionalmente 

también a tejido sano, por lo que se buscan nuevas y eficientes técnicas de diagnóstico y 

tratamiento para este tipo de cáncer. 
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2.10. Receptor de Asialoglicoproteínas 

 

Los hepatocitos son un tipo de célula estructural específicamente del hígado. Dentro de las 

principales funciones que presentan los hepatocitos son la de transcripción de genes muy 

activa, ya que constantemente estas células se encuentran sintetizando nuevas proteínas. 

Dentro las principales proteínas que genera el hígado se encuentra la albúmina, siendo una 

de las  proteínas que se encuentran en mayor cantidad en el flujo sanguíneo (Rosenoer, 

Oratz, & Rothschild, 2014).  

        En la estructura de la membrana plasmática de los hepatocitos, tenemos presente a los 

receptores de asialoglicoproteínas, los cuales son específicos del hígado y presentan la 

capacidad de reconocimiento de hidratos de carbono, específicamente a la galactosa (Xue et 

al., 2016). Las glicoproteínas se caracterizan por desprender ácido siálico expuesto en la 

superficie terminal de oligosacáridos, donde posteriormente queda expuesta la galactosa, la 

cual es reconocida por este tipo de receptores induciendo un mecanismo de endocitosis de 

las mismas, y de esta manera realizar un proceso metabólico normal como se ilustra en la 

figura 12. Aproximadamente un total de 500.000 moléculas receptoras de 

asialoglicoproteínas se encuentran presentes en la superficie de los hepatocitos (Xue et al., 

2016). La figura 12 muestra una representación del mecanismo de biorreconocimiento por 

parte de los receptores de asialoglicoproteínas presente en hepatocitos, donde reconocen 

residuos de galactosa expuesto en la superficie de nanopartículas. 
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Figura 12. Representación del mecanismo de biorreconocimiento por receptores de 

asialoglicoproteínas hacia nanopartículas lactosiladas. 

 

        Este tipo de mecanismo de biorreconocimiento por parte de los receptores de 

asialoglicoproteínas es aprovechado para el diseño de nuevos tratamientos de cáncer, que 

involucran el transporte de fármacos de manera controlada y específica hacia células 

tumorales del hígado. 
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CAPÍTULO III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Materiales 

 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico. Albúmina sérica bovina (BSA), 

Lactosa (Lac), Glutaraldehído (25%) y Span® 80 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). Aglutinina de Ricinus communis fue obtenida de Vector Lab, 

(Burlingame, CA, USA). E. coli K88 enterotoxigenica aislada de cerdos fue donada por el 

Dr. Carlos Eslava de la Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

3.2. Modificación de Albúmina 

 

Una modificación en la proteína de albúmina sérica bovina fue realizada mediante un 

proceso de reacción entre la proteína y lactosa (Hidrato de Carbono) dando como resultado 

una glicación, como se describe en el trabajo de (A.-i. Sarabia-Sainz, 2011).   

        En este trabajo el proceso de glicación entre BSA y lactosa se realizó mediante una 

proporción molar de 1: 200 (BSA: lactosa) donde  la muestra se congelo a -80° C durante 

24 hr, adicionalmente la muestra se liofilizo durante 40 hr aproximadamente para después 

someter a una temperatura de 100° C durante 30 minutos, posteriormente la muestra se 

somete a congelación a -80° C durante 24 hr y finalmente la muestra se somete a 

liofilización durante 40 hr teniendo como resultado la albúmina modificada con lactosa. 

Las propiedades físico-químicas, como el cambio en la masa y la estructura molecular de 

los glicoconjugados se evaluaron por métodos de caracterización como: Electroforesis en 

Gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato SDS-PAGE, Espectrometría Infrarroja con 

Transformada de Fourier FT-IR y Fluorescencia Intrínseca de Triptófano Trp-IF (A.-i. 

Sarabia-Sainz, 2011). 
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3.3. Caracterización de la Albúmina 

 

3.3.1. Electroforesis SDS-PAGE 

 

La masa molecular de la albúmina modificada con lactosa BSA-Lac se analizó mediante 

electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras usando geles de 

poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) de acuerdo a (Laemmli, 1970). Las ranuras del Gel 

fueron cargadas con 10µg de proteína y fue teñido con azul de Coomassie Brilliant Blue R-

250. La masa molecular relativa de la muestra se calculó por la comparación entre los 

marcadores de peso molecular. En este experimento la albúmina sin modificar se utilizó 

como control.  

 

 

 3.3.2. Espectroscopia de Fluorescencia Trp-IF 

 

El análisis por Trp-IF de albúmina modificada con lactosa BSA-Lac, se realizó utilizando 

un espectrofotómetro de fluorescencia Cary Eclipse (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) 

con una cubeta de cuarzo de 1cm de longitud a una temperatura de 25° C. Las soluciones 

de BSA-Lac fueron preparadas en 10 mM de KH2PO4/K2HPO4, 0.9% de NaCl (PBS) a un 

pH de 7.2 y fue ajustado a 0.01 unidades de absorbancia a 280 nm (Plotnikova, Mel’nikov, 

Mel’nikov, & Gubina, 2016). El ensayo se llevó a cabo con una excitación de 295 nm y una 

emisión de barrido en el intervalo de 300-400 nm. Trp-IF fue expresado como la 

fluorescencia relativa en unidades arbitrarias (AU). Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. 
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3.3.3. Espectroscopia Infrarroja FT-IR  

 

El análisis de grupos funcionales presentes en la albúmina modificada con lactosa BSA-Lac 

fue realizado mediante FT-IR (Guler, Vorob'ev, Vogel, & Mantele, 2016). Espectros de 

infrarrojo fueron obtenidos utilizando un espectrómetro FT-IR con un módulo UATR 

(Spectrum Two, Perkin Elmer, USA) a una resolución de 4 cm-1 en un rango de 500-4000 

cm-1. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

3.4. Síntesis de Nanopartículas de Albúmina 

 

La preparación de nanopartículas modificadas con lactosa NP-BSA-Lac fue preparada 

acorde a (Sarabia-Sainz, 2012) con unas ligeras modificaciones. Span® 80 y glutaraldehído 

saturado con tolueno (GST) fueron utilizados como agentes surfactante y entrecruzante 

respectivamente. Además, 1 mL de solución acuosa conteniendo 10% de BSA-Lac fue 

agregada gota a gota en 25 mL de aceite mineral conteniendo 100 µL de Span® 80, 

Posteriormente, fue puesto en agitación constante a 8000 rpm utilizando un 

homogeneizador. Después de 30 minutos se adicionaron 100 µL de glutaraldehído saturado 

con tolueno (GST). El proceso de emulsión permaneció en agitación constante a 8000 rpm 

durante 2 horas, donde posteriormente, las nanopartículas fueron obtenidas por un proceso 

de centrifugación a 1644 × g durante 20 minutos. Finalmente, las nanopartículas 

lactosiladas (NP-BSA-Lac) fueron lavadas con hexano y secadas a temperatura ambiente. 

El mismo procedimiento fue utilizado para la síntesis de nanopartículas de albúmina sin 

modificar (NP-BSA) las cuales fueron utilizadas como control. 
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3.5. Caracterización de Nanopartículas de Albúmina 

 

3.5.1. Dispersión Dinámica de Luz (DLS) 

 

Dispersión dinámica de luz (DLS por sus siglas en ingles). Las partículas que se encuentran 

en un líquido siempre están en movimiento, esto se debe al movimiento browniano, el cual 

describe el movimiento de las partículas ocasionadas por el choque con las moléculas del 

líquido que rodean a la partícula. La relación entre el tamaño de la partícula y su velocidad 

debido al movimiento browniano se define en la ecuación de Stokes-Einstein, donde D es el 

coeficiente de difusión y se relaciona al radio hidrodinámico Rh de las partículas, kB es la 

constante de Boltzmann, T es la temperatura en grados Kelvin y η es la viscosidad 

dinámica (Dominguez-Medina et al., 2016). 

𝐷 =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝑅ℎ
 

        La distribución de tamaños de NP-BSA y NP-BSA-Lac fueron medidas utilizando el 

equipo de dispersión dinámica de luz (DLS) (Thao le et al., 2016) Zetasizer Nano ZS 90 

(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) (Thao le et al., 2016). Las muestras fueron 

diluidas con PBS a una concentración de 1mg/mL a un pH de 7.2. Los experimentos se 

realizaron a una temperatura de 25°C utilizando un ángulo de medición de 90°. Todas las 

mediciones fueron realizadas por triplicado 

 

3.5.2. Potencial Zeta 

 

Para determinar el potencial zeta de una partícula se basa principalmente en la movilidad 

electroforética, donde se obtiene por medio de un experimento electroforético y midiendo 

la velocidad de las partículas utilizando Velocimetría de Láser Doppler (LDV, por sus 

siglas en inglés). Cuando se aplica un campo eléctrico a través de un electrolito, las 

partículas cargadas suspendidas en el electrolito son atraídas hacia el electrodo de carga 
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opuesta. La velocidad de una partícula en un campo eléctrico es comúnmente referida como 

su movilidad electroforética.    

        El potencial zeta de NP-BSA y NP-BSA-Lac fue determinado utilizando el equipo de 

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) (Kim, Lee, Lee, Shin, & 

Youn, 2016). Las mediciones fueron realizadas a una temperatura de 25°C. Las 

nanopartículas fueron dispersadas en PBS a una concentración de 1mg/mL a un pH 7.2. 

Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado. 
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3.5.3. Espectroscopia Electrónica de Barrido SEM 

 

La técnica de microscopia electrónica de barrido (SEM) fue utilizada para visualizar las 

características morfológicas de la superficie de las NP-BSA y BSA-Lac (Kim et al., 2016). 

Las muestras previamente liofilizadas fueron colocadas en una cinta carbón de la superficie 

del SEM para posteriormente ser incidido un haz de emisión sobre la muestra con un 

equipo SEM (JSM-7800F, JEOL, Japan) a 0.6 KV de voltaje de aceleración y una 

resolución de 20,000X. El mismo procedimiento fue utilizado para las dos muestras de 

nanopartículas, tanto NP-BSA como NP-BSA-Lac. 

 

3.6. Ensayos de Biorreconocimiento 

 

 3.6.1. Reconocimiento con Lectinas RCA 1 

 

Para el biorreconocimiento con lectinas, fueron suspendidos 1 mg de NP en 3 mL de PBS a 

un pH de 7.2. Posteriormente, fue mezclado con una solución de RCA a diferentes 

concentraciones (0.3, 1 y 3.5 µg/mL) y puestos en incubación durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. La interacción fue medida por el incremento de tamaño de las NP’s 

utilizando el equipo de (DLS) Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, 

UK) como se describió anteriormente. El mismo procedimiento fue utilizado para las dos 

muestras de nanopartículas, tanto NP-BSA como NP-BSA-Lac. 
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 3.6.2. Reconocimiento con Bacteria E. coli K88+  

 

La bacteria E. coli K88 enterotoxigenica, que expresa en sus fimbrias una adhesina con una 

especificidad a la galactosa, fue utilizada como célula modelo para evaluar el 

biorreconocimiento de NP-BSA-Lac (H. M. Sarabia-Sainz et al., 2013). La cepa de E. coli 

K88 fue cultivada en agar CFA a una temperatura de 37° durante 24h. Posteriormente fue 

preparada una suspensión de bacteria con PBS la cual fue ajustada a 0.2 unidades de 

densidad óptica a 660 nm (aproximadamente 1×108 CFU mL−1). 

 

        El procedimiento general del ensayo de biorreconocimiento de NP-BSA y NP-BSA-

Lac con bacteria E. coli K88 fue muy similar. Una suspensión de bacteria fue mezclada con 

una solución de NP’s (0.4 mg/mL en PBS) como se muestra a continuación: 10 mL de la 

suspensión de nanopartículas fueron adicionadas a 5 mL de la suspensión de bacterias y por 

otra parte 10 mL de la suspensión de nanopartículas fueron adicionadas a 1 mL de la 

suspensión de bacterias. Adicionalmente las muestras fueron incubadas a 25° durante 30 

minutos. Posteriormente, la interacción fue medida por DLS como se describe en ensayos 

anteriores. 

 

3.6.2.1. Análisis de interacción mediante microscopia de Fuerza Atómica AFM 

 

La morfología de la bacteria y su interacción con las NP-BSA-Lac fue visualizada mediante 

la técnica de microscopia de fuerza atómica (AFM). Para la preparación de la muestra 

analizada se utilizó 2 mL de la suspensión de bacteria mezclada con 50 µL de la suspensión 

de NP-BSA-Lac (1 mg/mL), donde posteriormente la muestra fue incubada a una 

temperatura de 25° C durante 30 minutos. Enseguida, 10 µL de la muestra fue inmovilizada 

para ser secada en un porta muestras durante 30 minutos a 25° C. Adicionalmente las 

muestras fueron lavadas con agua desionizada y puestas a secar a temperatura ambiente 

para posteriormente ser analizadas. Los análisis de las imágenes obtenidas se realizaron 
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mediante el equipo de AFM (XE-Bio system, Park Systems Corp, Suwon, Korea) donde, 

adicionalmente fue acoplado in microscopio invertido (Nikon Ti-E, Nikon Instrument Inc. 

USA). Las imágenes fueron obtenidas en modo no contacto utilizando el uso de cantilever 

NCHR (fuerza constante de 130 N/m). La forma del análisis se realizó mediante un escaneo 

de 50x50 µm para cada muestra, posteriormente se realizaron escaneos de 35x35 µm y 

finalmente de 10x10 µm para cada muestra analizada. Por último, la estructura de la 

bacteria y la interacción de la nanopartícula, fueron analizadas mediante un escaneo de la 

imagen de 5x5 µm. El número de puntos por escaneo fue de 256, mientras que los perfiles 

de la imagen fueron analizados en modo 2D y 3D utilizando un software XEI versión 1.8 

de Park Systems. 
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CAPÍTULO V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Caracterización de la Albúmina 

 

El proceso de glicación, también llamado glicosilación no enzimática es una reacción entre 

los grupos aminos libres de la proteína y los grupos carbonil de una azúcar reductora a 

través de la reacción de Maillard (Singh, 2014). Este proceso de acoplamiento de proteína 

con azúcar produce neoglicanos. En reportes previos  indican que la glicación es favorecida 

a una temperatura alrededor de 60° C, pH alcalino, la influencia por humedad y el tiempo 

de reacción (A. I. Ledesma-Osuna, Ramos-Clamont, & Vazquez-Moreno, 2009; A.-i. 

Sarabia-Sainz, 2011). Otros factores son la actividad del agua, propiedades intrínsecas de la 

proteína y azúcar y grupos amino de azúcar reductora son factores que influyen en la 

reacción de Maillard. En este trabajo, la glicación de BSA con lactosa fue llevada a cabo a 

una relación molar de 1:200 (BSA: lactosa) a una temperatura de 100° C por un tiempo de 

30 minutos (Andre-i Sarabia-Sainz, Ramos-Clamont, Candia-Plata, & Vázquez-Moreno, 

2009). Las propiedades fisicoquímicas, cambios de peso molecular y estructura de los 

glicoconjugados fueron evaluados por SDS-PAGE, FT-IR y Trp-IF. 
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4.1.1. Análisis de Peso Molecular por SDS-PAGE 

 

La técnica de SDS-PAGE fue utilizada para evaluar el peso molecular de BSA-Lac, y con 

ello tener una medida indirecta del grado de glicación de BSA. Se observaron diferencias 

en los patrones de migración electroforéticos de BSA-Lac con respecto a BSA. Se encontró 

un aumento en la migración de BSA-Lac comparada con BSA sin tratar. En la Fig. 1, línea 

B, se muestra la típica banda del peso molecular de 66 kDa correspondiente a BSA, 

mientras que BSA-Lac muestra un incremento del 22% en el peso molecular 

correspondiente a 81 kDa (Fig. 1, línea C). Estos resultados sugieren que la lactosilación, 

bajo estas condiciones, modifica el peso molecular de BSA, lo que podría deberse a la 

adición de 41 moléculas de lactosa aproximadamente, acorde a lo publicado previamente 

por otros autores (Ana Irene Ledesma-Osuna, Ramos-Clamont, & Vázquez-Moreno, 2008). 

 

Figura 13. Electroforesis SDS-PAIGE al 10 %. Carril 1, Control estándar; Carril A, BSA-

Nat; Carril B, BSA-Tratada; Carril C, BSA-Lac. 
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4.1.2. Análisis de Modificación Estructural por Trp-IF 

 

Para la caracterización de los cambios de BSA triptófano, se realizaron estudios de 

procesos fluorométricos de glicación. Los aminoácidos no polares alifáticos y aromáticos 

como fenilalanina, tirosina y triptófano suelen encontrarse en el interior de la proteína y 

están involucrados en interacciones hidrofóbicas. Cuando el triptófano principalmente en el 

caso de la albúmina es sustituido desde el interior menos polar de la proteína este se 

convierte en una región expuesta, donde la emisión máxima de fluorescencia tiene una 

mayor intensidad en regiones de los 280 nm que los otros dos aminoácidos aromáticos. El 

rendimiento cuántico de fluorescencia en la proteína disminuye cuando los cromóforos 

interactúan con agentes de inhibición o moléculas del disolvente. El cambio en el espectro 

de emisión característico de la proteína proporciona información relacionada a la 

conformación de la estructura terciaria de la proteína (Tang, Wu, Le, & Shi, 2012). En la 

Figura 2, se muestra un alto índice de reducción en la intensidad de fluorescencia de BSA-

Lac, el cual puede ser atribuido a las moléculas de lactosa adheridas a la proteína. Reportes 

previos indican que el decremento en la intensidad de fluorescencia  después de la glicación 

es atribuido al efecto de blindaje de carbohidratos (Jimenez-Castano, 2007). También, (Jian 

et al., 2016), reportó que carbohidratos pueden ser agentes de inhibición los cuales pueden 

disminuir la emisión de fluorescencia de proteínas. Por otra parte, es importante considerar 

que la intensidad de fluorescencia de proteínas disminuyó durante el proceso de 

calentamiento (Duy, 2006). Es por esto, que la fuerte inhibición de fluorescencia de BSA-

Lac podría ser atribuida por una combinación entre la glicación y la desnaturalización de la 

proteína.  
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Figura 14. Fluorescencia intrínseca del triptófano. BSA-Tratada (línea negra), BSA-Nat 

(línea roja), BSA-Lac (línea Azul). 
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4.1.3. Análisis de Estructura Química por FT-IR 

 

El análisis de FT-IR es un efectivo método para obtener información relacionada a la 

composición y estructura química de materiales. La estructura secundaria de proteínas 

puede ser analizada por la absorción en longitudes de onda específicas. El espectro 

infrarrojo de BSA y su producto de glicación fueron analizados para confirmar la 

conjugación de lactosa. En la figura 3 se muestra el espectro FT-IR de BSA antes y después 

de la glicación. El espectro de BSA-Lac, presentó un incremento en las bandas 

vibracionales de la amida (amida I, II y A) características en los espectros infrarrojos de 

proteínas (Arrondo, 1993, 1999). El enlace C-N formado durante la glicación, contribuyó 

en el incremento de la intensidad en las bandas vibracionales de la amida I (1600-1700 cm-

1) y II (1510-1580 cm-1). El incremento de la banda en la amida I es también atribuido al 

fuerte enlace vibracional de C=O, el cual es una de las principales razones en las 

vibraciones de estiramiento (Jian et al., 2016). Adicionalmente, BSA-Lac muestra un 

incremento en intensidad de la banda, en amida A (3225 y 3280 cm-1), el cual puede ser 

atribuido al hidrogeno de la azúcar, debido a que esta banda es muy sensible a la formación 

de hidrogeno (Arrondo, 1993, 1999). También, en BSA-Lac emerge un nuevo pico en 

1000-1250 cm-1 el cual puede ser acreditado específicamente al enlace C-N (Jian et al., 

2016). Basándonos en el incremento del peso molecular, en el efecto de inhibición y el 

incremento de la intensidad vibracional de las bandas asociadas a la glicación, nosotros 

podemos asumir que BSA fue conjugada satisfactoriamente con lactosa y de esta manera 

formar un nuevo producto de glicación. 
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Figura 15. Espectrometría Infrarroja con Transformada de Fourier FT-IR. BSA-Lac (línea 

rosa), BSA-Tratada (línea azul), BSA-Nat (línea roja) y Lactosa (línea negra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

41 
 



 

4.2. Morfología, Tamaño y Potencial zeta de Nanopartículas de Albúmina 

 

Una vez que se demostró la glico-conjugación, el siguiente paso fue la caracterización de la 

síntesis de NP-BSA y NP-BSA-Lac. Con el fin de lograr este propósito, nosotros 

determinamos la morfología y el tamaño por la técnica de SEM y DLS, respectivamente. 

En la figura 4A y 4C se muestra el análisis SEM de NP-BSA como control y NP-BSA-Lac 

respectivamente. Ambas muestras presentan forma esferoide con una superficie lisa. El 

tamaño promedio y la polidispersidad de las nanopartículas fueron confirmados por la 

técnica de DLS (Figuras 4B y 4D). Los rangos de tamaño fueron ligeramente más grandes 

para NP-BSA con un tamaño promedio de 459± 45.6 nm y PI de 0.418, mientras que para 

NP-BSA-Lac presentaron un tamaño promedio de 405± 97.16 nm y PI de 0.521.  

        El potencial zeta de NP-BSA y NP-BSA-Lac fueron medidos para determinar la carga 

superficial, ya que juega un rol muy importante en la estabilidad de las nanopartículas en 

suspensión. En este estudio todas las síntesis de nanopartículas realizadas tuvieron un valor 

promedio alrededor de los -40 mV. Un alto valor negativo del potencial zeta, indica una 

alta estabilidad en sistemas y previene la formación de agregados en una solución coloidal 

(Patil, Sandberg, Heckert, Self, & Seal, 2007). Estos resultados indican una dispersión 

estable de las nanopartículas y fueron consistentes en todas las mediciones realizadas tanto 

en agua como en PBS. 
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Figura 16. Caracterización de NP's por SEM y DLS. Distribución de tamaño y morfología 

de nanopartículas de albúmina BSA (A y B, respectivamente). C y D muestran la 

morfología y distribución de tamaño de nanopartículas de albúmina modificada BSA-Lac, 

respectivamente.  
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4.3. Ensayo de Biorreconocimiento de Nanopartículas de Albúmina con Lectinas RCA  

 

El objetivo principal de este trabajo fue la síntesis de nanopartículas de albumina 

conjugadas a lactosa con la capacidad de adherirse a los receptores de lectinas RCA. 

Posteriormente ya una vez realizada las síntesis de NP-BSA-Lac, se llevaron a cabo 

ensayos de biorreconocimiento para verificar si los residuos expuestos de galactosa en la 

estructura de las nanopartículas eran capaces de inducir una interacción biológica. Las NP-

BSA-Lac fueron incubadas para evaluar la interacción biológica de galactosa con lectina 

(RCA). El diámetro del complejo resultante de la interacción de lectinas con NP-BSA-Lac 

fue medido por DLS. En el caso de las NP-BSA incubadas con lectinas RC, no hubo 

cambio alguno en el diámetro de la nanopartícula (Figura 5A). Por otra parte, cuando NP-

BSA-Lac fue incubada con RCA fue observado un incremento en el tamaño promedio del 

diámetro de las nanopartículas (Figura 5B). Cuando NP-BSA-Lac fue incubada con 

concentraciones mayores de RCA, se observó un gran incremento de agregados de 

nanopartículas (S. Wang et al., 2011). (Valtola, 2014) colaboradores reportaron una 

interacción similar cuando una solución de lectinas era incubada con nanopartículas 

glicosiladas. Entonces, los agregados observados, fueron debido a la interacción entre 

lectinas y residuos de galactosa expuestos en la superficie de las NP-BSA-Lac. Cuando la 

concentración de lectina se incrementó de 0.3 µg/mL a 3.5 µg/mL, se observó un 

incremento del tamaño del diámetro de NP-BSA-Lac de aproximadamente 500 nm. 
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Figura 17. Distribución de tamaño por DLS de NP's incubadas con lectinas RCA a 

diferentes concentraciones. A) distribución de tamaños de NP-BSA incubada con lectinas. 

B) muestra el cambio en la distribución de tamaños de NP-BSA-Lac incubadas con lectinas 

RCA. 
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4.4. Ensayo de Biorreconocimiento de Nanopartículas de Albúmina con Bacterias E. 

coli K88 por DLS y AFM. 

 

Anteriormente, se describió como las NP-BSA-Lac presentan en su superficie residuos 

expuestos de galactosa que mantienen una capacidad para interaccionar biológicamente. El 

siguiente paso fue determinar el biorreconocimiento biológico de las NP-BSA y NP-BSA-

Lac con bacterias E. coli K88 mediante la técnica de DLS. La figura 6 muestra la banda de 

distribución de tamaño promedio de NP-BSA y NP-BSA-Lac presentando 459 ± 45.6 y 405 

± 97.16 nm respectivamente, mientras que la bacteria E. coli muestra una distribución de 

tamaño de 971 ± 68.3 nm (Figura 6, A-C). Cuando fueron mezcladas las suspensiones de 

NP-BSA con bacteria a diferentes cargas de bacteria, se observan dos señales con 

intensidades (%) similares para ambos ensayos (Figura 6, D-E), esto es atribuido a la nula 

interacción entre la bacteria y las nanopartículas. En caso contrario, cuando fue mezclada la 

suspensión de NP-BSA-Lac con la de bacterias, solo se observa una señal, la cual fue 

detectada en una rango de tamaño promedio de 1164 ± 61.5 a 1110 ± 26 con una mayor 

intensidad comparado con los controles de NP-BSA (Figura 6, F-G). , donde es importante 

mencionar que en este experimento la banda correspondiente a NP-BSA-Lac (tamaño 

promedio de 400 nm) no está presente, esto indica que las NP-BSA-Lac son atraídas al 

cuerpo de la bacteria debido a un biorreconocimiento por parte de adhesina-carbohidrato. 

(El-Boubbou, Gruden, & Huang, 2007)  y colaboradores reportan que las 

gliconanopartículas pueden establecer una interacción especifica con cepas de E. coli K88 

formando complejos, los cuales fueron observados por TEM en la superficie, en los 

extremos laterales y a lo largo de las células bacterianas. También, (Lin et al., 2002) y 

colaboradores reportaron la unión especifica de nanopartículas de Au modificadas con 

manosa al cuerpo de bacterias E. coli K88. 

        La interacción especifica entre NP-BSA-Lac con bacterias E. coli K88 fue verificada 

mediante la técnica de AFM. La figura 7, muestra nanopartículas con un rango de tamaño 

(300-500 nm) adheridas a los bacilos de la bacteria (1.5 µm x 2.5 µm de tamaño). Estos 

resultados indican que NP-BSA-Lac son reconocidas por la bacteria, debido a la presencia 

de residuos de galactosa que interaccionan con adhesinas bacterianas.  
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 Figura 18. Distribución de tamaño por DLS de E. coli K88 con NP-BSA-Lac y NP-BSA. 

A, NP-BSA; B, NP-BSA-Lac; C, E. coli K88; D, NP-BSA(4mg) + E. coli K88 (5 x 108 

CFU); E, NP-BSA(4mg) + E. coli K88 (1 x 108 CFU); F, NP-BSA-Lac(4mg) + E. coli K88 

(5 x 108 CFU); G, NP-BSA-Lac(4mg) + E. coli K88 (1 x 108 CFU). 
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 Figura 19. Microscopía de Fuerza Atómica de Escherichia coli K88 interaccionando con 
nanopartículas de albúmina lactosilada. 
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES  
 

5.1. Conclusiones 

 

En el presente trabajo, se realizó la modificación de la albúmina sérica bovina BSA con la 

adición de aproximadamente 41 moléculas lactosa bajo estas condiciones y dando como 

resultado un nuevo producto de glicación BSA-Lac. Adicionalmente, se obtuvieron 

nanopartículas de BSA y BSA-Lac mediante la técnica de síntesis emulsión agua y aceite, 

dando como resultado nanopartículas con un tamaño promedio a 400 nm, con una 

morfología esférica y potencial z de aproximadamente -40 mV. Posteriormente se 

realizaron ensayos de biorreconocimiento de nanopartícula BSA y BSA-Lac con adhesinas 

bacterianas de E. coli k88 y lectinas de Ricinus Communis sirviendo como modelo de 

biorreconocimiento a receptores de RAGP’s, dando como resultado un claro 

biorreconocimiento por parte de las nanopartículas lactosiladas. Esto se debe a la 

interacción que ocurre entre adhesina-carbohidrato, debido a los residuos de galactosa 

expuestos en la superficie de la nanopartícula modificada con lactosa. Los resultados 

obtenidos, indican que las nanopartículas lactosiladas podrían ser potencialmente utilizadas 

como vector en el transporte de fármacos antitumorales y orientados hacia una terapia 

dirigida de cáncer de hígado.  
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