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INTRODUCCIÓN 
Las enfermedades crónicas son enfermedades de larga duración y por lo general de 

progresión lenta. Las enfermedades cardíacas, los infartos, el cáncer, las enfermedades 

respiratorias y la diabetes, son las principales causas de mortalidad en el mundo, siendo 

responsables del 63% de las muertes. En 2008, 36 millones de personas murieron de 

una enfermedad crónica, de las cuales la mitad era de sexo femenino y el 29% era de 

menos de 60 años de edad [1].  

Las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) son uno de los mayores retos que 

enfrenta el sistema de salud. Lo son por varios factores: el gran número de casos 

afectados [2], su creciente contribución a la mortalidad general [3] la conformación en la 

causa más frecuente de incapacidad prematura y la complejidad y costo elevado de su 

tratamiento [4]. Su emergencia como problema de salud pública fue resultado de cambios 

sociales y económicos que modificaron el estilo de vida de un gran porcentaje de la 

población [5]. Los determinantes de la epidemia de ECNT tuvieron su origen en el 

progreso y la mejoría del nivel de vida y no podrán revertirse sin un enfoque individual, 

social e institucional. 

 

1.1 Epidemiología. 

Las ECNT son un grupo heterogéneo de padecimientos que contribuye a la mortalidad 

mediante un pequeño número de desenlaces (diabetes, enfermedades cardiovasculares 

y enfermedad vascular cerebral). Los decesos son consecuencia de un proceso iniciado 

décadas antes [6]. La evolución natural de la diabetes y las enfermedades 

cardiovasculares puede modificarse con acciones que cambien el curso clínico de las 

condiciones que determinan su incidencia [7-11]. Entre ellas se encuentran el sobrepeso 

y la obesidad, las concentraciones anormales de los lípidos sanguíneos, la hipertensión 

arterial, el tabaquismo, el sedentarismo, la dieta inadecuada y el síndrome metabólico.6 

Esta característica introduce oportunidades para la prevención, el desarrollo de 

herramientas pronósticas y la creación de modelos farmaco-económicos. Por ejemplo, al 

conocer las modificaciones de la prevalencia nacional de estas anomalías es posible 

pronosticar el daño de las ECNT y evaluar el efecto de las acciones preventivas. En 

consecuencia, la evolución natural de las ECNT permite la institución de programas 
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preventivos dirigidos a diferentes estratos de la población, con resultados cuantificables 

a mediano y largo plazo. 

 

1.2 Factores de riesgo generalizados. 

Las enfermedades crónicas graves tienen por causa factores de riesgo comunes y 

modificables. Dichos factores de riesgo explican la gran mayoría de las muertes por ese 

tipo de enfermedades a todas las edades, en hombres y mujeres y en todo el mundo. 

Entre ellos destacan: 

 alimentación poco sana; 

 inactividad física; 

 consumo de tabaco; 

Cada año, como mínimo: 

4,9 millones de personas mueren de resultas del tabaco; 

2,6 millones de personas mueren como consecuencia de su sobrepeso u obesidad; 

4,4 millones de personas mueren como resultado de unos niveles de colesterol total 

elevados; 

7,1 millones de personas mueren como resultado de una tensión arterial elevada. 

 

1.3 Una amenaza creciente. 

Se prevé que las defunciones por el conjunto de enfermedades infecciosas, dolencias 

maternas y perinatales y carencias nutricionales disminuirán en un 3% durante los 

próximos 10 años, y que las defunciones por enfermedades crónicas aumentarán un 17% 

en ese mismo periodo. Eso significa que de los 64 millones de personas que fallecerán 

en 2015, 41 millones lo harán de enfermedades crónicas, a menos que se tomen medidas 

urgentes. Se estima que 388 millones de personas morirán en los próximos 10 años de 

una enfermedad crónica 

 

1.4 La respuesta mundial es insuficiente. 

Pese a algunos éxitos mundiales, como el Convenio Marco de la OMS para el Control 

del Tabaco (CMCT de la OMS), que constituye el primer instrumento jurídico destinado 

a reducir las defunciones y las enfermedades relacionadas con el tabaco en todo el 

mundo, las actividades internacionales de salud y desarrollo han descuidado en general 
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las enfermedades crónicas. La salud entendida en sentido más amplio, incluida la 

prevención de las enfermedades crónicas, contribuye a la reducción de la pobreza y por 

lo tanto al Objetivo 1 (Erradicar la pobreza extrema y el hambre, La salud y los Objetivos 

de Desarrollo del Milenio. OMS 2005). En respuesta a sus necesidades, varios países 

han adaptado ya sus metas e indicadores de los ODM para incluir las enfermedades 

crónicas y/o sus factores de riesgo.  

En el informe de 2018 presentado por la Organización Mundial de la Salud se demuestra 

que las enfermedades crónicas dificultan el crecimiento económico y reducen el potencial 

de desarrollo de los países, y esto se aplica en especial a los países de rápido 

crecimiento económico, como China y la India. Sin embargo, es importante que la 

prevención se aborde en el contexto de las actividades internacionales de salud y 

desarrollo, incluso en países menos adelantados, como la República Unida de Tanzanía, 

que ya están experimentando un repunte de los riesgos de enfermedades crónicas y de 

las defunciones asociadas. 

 

1.5 Panorama Actual. 

La epidemia de ECNT es un fenómeno complejo que tiene sus raíces en las 

modificaciones del comportamiento de un elevado porcentaje de la población y en 

factores genéticos. Pese a múltiples esfuerzos, el número de casos afectados ha 

continuado en ascenso. Es improbable que una intervención aislada pueda modificar la 

incidencia o la evolución natural del padecimiento. Cada país debe instituir sus propias 

medidas, diseñadas a partir de experiencias internacionales, pero con la flexibilidad para 

aplicarlas en todos los estratos de la población.  

 

En el presente trabajo nos dimos a la tarea de evaluar la eficacia de tres sistemas 

nanoestructurados para el tratamiento de dos enfermedades crónico degenerativas, el 

cáncer y la aterosclerosis, dichas enfermedades tienen una alta prevalencia y una alta 

mortalidad tanto a nivel mundial como a nivel nacional, afectando a dos demográficos 

puntuales, en mujeres los cánceres cérvix uterino y cáncer de mama y para el caso de 

los hombres la ateroesclerosis.  
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En primera instancia nos dimos a la tarea de fabricar un nanosistema basado en 

nanovarillas de oro recubiertas con polímeros biocompatibles y biodegradables, así como 

el uso de fragmentos cortos ácido ribonucleico de interferencia (siRNA) para la 

realización de una terapia dual contra líneas celulares cancerígenas, específicamente, 

HeLa y MDA-MB-231 como modelo para su aplicación en el tratamiento de cáncer 

cérvico-uterino y de mama. La terapia dual propuesta se compone dos fases, una terapia 

fototérmica, aprovechando las propiedades ópticas de las varillas de oro y una terapia 

génica, utilizando ARN de interferencia para silenciar un gen modelo de proteína verde 

fluorescente.  

En segundo término, nos enfocamos en la fabricación de un nanosistema para la 

internalización de material genético al interior de las células para el tratamiento del 

cáncer cérvico-uterino utilizando nanopartículas del biopolímero quitosano el cual 

modificamos mediante una aminación reductiva para agregarle cadenas hidrofóbicas, las 

cuales le confieren nuevas propiedades que podemos utilizar para mejorar la interacción 

de las nanopartículas con las membranas celulares, así como mejorar su estabilidad en 

solución, regular su tamaño y potencial zeta, al igual que conferir una mayor protección 

para el material genético atrapado al interior de las nanopartículas. 

Finalmente, como tercer proyecto nos dedicamos a fabricar un nanosistema basado en 

polímeros biocompatibles y biodegradables, ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) y 

quitosano, con la finalidad de encapsular el fármaco Atorvastatina, ampliamente utilizado 

en la práctica médica para la inhibición del metabolismo de lípidos y la reducción del 

colesterol en el flujo sanguíneo. Utilizamos para esta finalidad un enfoque de terapia dual 

mediante el uso del fármaco antes citado y micro ácidos ribonucleicos (miRNA), el 

primero encapsulado entre las cadenas del polímero PLGA y el segundo acomplejado 

de manera electrostática al polímero quitosano. El propósito de este nanosistema dual 

es la liberación controlada del material genético para el silenciamiento del gen 

responsable de la expresión de la interleucina 6, uno de los afectores del proceso de 

inflamación que es de vital importancia para el inicio y progresión de la aterosclerosis, 

así como la liberación controlada del fármaco atorvastatina que inhibe el metabolismo 

del colesterol al interior de la célula, ayuda a reducir le inflamación. 

Los trabajos se describen a detalle en los capítulos II, III y IV respectivamente. 
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Para la realización de este trabajo nos planteamos la siguiente hipótesis: 

 

HIPÓTESIS 
“Los nanosistemas fabricados serán capaces de llevar las moléculas biofuncionales al 

interior de las células, liberarlos y mantener su funcionalidad de terapia dual para el 

tratamiento de enfermedades crónico degenerativas” 

 

OBJETIVO GENERAL 

Fabricar sistemas de terapia dual para encapsular fármacos y material genético basados 

en nanopartículas metálicas y polímeros sintéticos y naturales para el tratamiento de 

enfermedades crónico degenerativas 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 1.- Fabricar nanopartículas híbridas basadas en partículas inorgánicas y/o poliméricas 

que integren funcionalidades de terapia dual (génica y química) para el tratamiento de 

enfermedades crónico degenerativas. 

2.- Caracterizar fisicoquímicamente los nanosistemas utilizando técnicas de microscopia 

electrónica de transmisión y de barrido, técnicas espectroscópicas para la determinación 

de las propiedades físicas, químicas y biológicas del nanosistema. 

3.- Evaluación in vitro de las aproximaciones terapéuticas propuestas, así como la 

determinación de los mecanismos de señalización implicados en los procesos de 

disminución y/o desaparición de la enfermedad a tratar.  
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INTRODUCCIÓN 

 
El ARN de interferencia de silenciamiento (siRNA, por sus siglas en inglés) es una 

molécula de ARN de cadena doble, la cual se fragmenta en ARN mensajero 

complementario (mRNA) a través del complejo enzimático RISC, suprimiendo la 

expresión de genes relacionados con enfermedades [1]. Como consecuencia, el 

silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia utilizando siRNA ha emergido 

rápidamente como una herramienta poderosa para la inhibición de la expresión de genes 

[2]. Su uso para este fin se deriva del descubrimiento de que múltiples enfermedades 

son consecuencia de una expresión anormal de genes, como el cáncer o diversas 

enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer o Parkinson). En consecuencia, una 

disminución en la expresión o el bloqueo total de estos genes en las células o tejidos 

específicos puede tener importantes beneficios terapéuticos. Sin embargo, existen 

algunos desafíos que tienen que superarse antes de que esta aproximación terapéutica 

pueda pasar a la práctica clínica convencional. Por ejemplo, la función de bloqueo del 

siRNA es obstaculizada por su baja o pobre biodistribución y su captación celular, su 

limitada estabilidad en la circulación sanguínea, y su rápida degradación por nucleasas 

y reacciones inmunes no específicas. Con la finalidad de abordar esta problemática, 

distintas metodologías para el transporte y la liberación de siRNA in vitro e in vivo han 

sido investigadas hasta el momento [2-6]. 

En este sentido, las nanopartículas (NP’s) pueden ser consideradas como un eficiente y 

potente vector no viral para la encapsulación y transporte de polinucleótidos como 

plásmidos de ADN (pDNA) y siRNA para su distribución in vitro e in vivo, en la 

denominada terapia génica [3,4,7,8]. Estas NPs muestran características superiores 

comparadas con los actuales vectores de administración, principalmente 

transportadaores virales que presentan una importante toxicidad asociada, reactividad 

inmune, potencial carcinogénico o un desarrollo de formas patogénicas del virus [9-12]. 

Distintos tipos de nanovectores como polímeros catiónicos [13,14], lípidos [15, 16] y 

nanopartículas [17-20] orgánicas e inorgánicas han sido utilizados para superar las 

dificultades antes mencionadas. Puntualmente, las nanopartículas basadas en sílice [7, 
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20], óxidos de hierro [19, 20] y oro [23, 24] han sido extensamente investigadas como 

sistemas emergentes de transporte y liberación de siRNA.  

Las nanopartículas de oro (Au NPs) presentan distintas ventajas como potenciales 

nanovectores como son su biocompatibilidad, procesos de obtención/fabricación 

simples, facilidad para modificar su tamaño, forma y superficie, esta última, mediante la 

conjugación con biomoléculas [25]. Entre los diferentes tipos de Au NPs, las 

nanocilindros de oro (GNRs) son de especial interés debido a sus propiedades ópticas 

únicas. Los GNRs muestran dos bandas de plasmones de resonancia superficiales: el 

plasmón de resonansia superficial longitudinal, el cual puede ser ajustado en el espectro 

electromagnético hacia la región del infrarrojo cercano (NIR), donde la luz es 

transparente a los tejidos (la llamada ventana biológica, comprendida entre 700-1200 

nm); y el plasmón de resonancia transversal, el cual está en el rango visible del espectro 

electromagnético. Además, los GNRs han sido ampliamente investigados debido a su 

intensa absorción transversal en el NIR y su alta eficiencia de conversión fototérmica 

[26]. Como consecuencia, este tipo de NPs ha sido propuesto como una herramienta 

prometedora en el diagnóstico y el tratamiento del cáncer [27]. Adicionalmente, estas 

NPs poseen una gran relación área-volumen y su superficie se puede funcionalizar de 

manera sencilla, lo cual las hace un nanovector atractivo para transportar distintos tipos 

de fármacos [28, 29], agentes fotosesibilizadores [30], biomoléculas pequeñas [31] y 

material genético [32, 33]. Recientemente, distintos ejemplos de nanocomplejos 

multifuncionales de GNR-siRNA han sido desarrollados para combatir diversos tipos de 

cánceres como el de mama [32], páncreas [34], coloo-rectal [35] y tumores de cabeza y 

cuello [36]. En estos estudios, se ha comprobado que  los complejos GNR-siRNA pueden 

ser potenciales nanovectores para terapia combinada (también denominada multimodal), 

pues pueden encapsular y transportar de forma simultánea siRNA, fármacos y/o ejercer 

como agentes fototérmicos y de imagen para el diagnóstico y el tratamiento de tumores 

[37-39]. 

No obstante, para utilizar los GNRs como nanoplataformas para terapia génica varias 

limitaciones deben de ser superadas: i) su carga positiva y la inherente citotoxicidad de 

la capa de surfactante (bromuro de cetil-trimetil amonio, CTAB) resultante del proceso 

de síntesis [40, 41], ii) la liberación no específica de la molécula bioactiva de interés, y 
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iii) la capacidad de direccionamiento no específica. La carga superficial positiva de los 

GNRs puede inducir una unión no específica con los componentes del suero sanguíneo, 

resultando en su agregación y que pueda dar lugar a un embolismo dentro del aparato 

circulatorio [42]. Por otra parte, la unión específica de las cargas positivas de los GNRs 

con las cargas negativas de las membranas celulares pueden inducir una liberación 

temprana del siRNA, resultando en la reducción drástica del efecto terapéutico deseado 

[42]. Para sortear estos inconvenientes, distintos recubrimientos superficiales han sido 

propuestos con la finalidad de reducir el efecto tóxico de los GNRs tales como “esconder” 

la capa de CTAB con polielectrólitos [40] y fosfolípidos [43] o bien, cambiando el 

surfactante por otras moléculas como polietilén glicol tiolado (PEG-SH) [44]. 

En este trabajo, desarrollamos una estrategia de recubrimiento capa por capa (LbL) de 

los GNRs con sulfonato de poliestireno (PSS) como capa aniónica y poli-L-lisina (PLL) 

como capa catiónica con el propósito de enmascarar la capa de CTAB tóxica [40, 45]. El 

siRNA se coloca de manera ensamblada entra las capas aprovechando la interacción 

electrostática de este con las cadenas subyacentes de PLL. Finalmente, se utilizó ácido 

hialurónico (HA) como capa más externa del recubrimiento de las NPs debido a su 

habilidad de evitar las interacciones no específicas con los componentes del suero 

sanguíneo [46], y para localizar y unirse con receptores CD44 típicamente sobre-

expresados en algunos tipos de células cancerosas, como las de cáncer cervical y de 

mama [47, 48]; dicha habilidad permitirá tener una estrategia activa de direccionamiento 

de la nanoplataforma hacia las las células o tejidos enfermos. 

La exitosa formación de las diferentes capas de polímeros en los GNRs fue confirmada 

por el desplazamiento de la banda del plasmón de resonancia longitudinal de la NP 

metálica, así como la observación de los patrones en zig-zag típicos en sus valores de 

potencial zeta. Se observó que en condiciones fisiológicas simuladas (pH 7.4 

mimetizando en el del plasma sanguíneo, y pH 5.5 mimetizando el entorno lisosomal 

citoplasmático) la liberación del siRNA de la nanoplataforma puede ser modulada de 

manera fácil gracias a la biodegradabilidad del PLL por las proteasas sanguíneas y/o a 

la sensibilidad a la luz del nanovector hñibrido desarrollado  bajo irradiación con luz NIR 

proporcionando, así, mecanismos controlados de activación endógenos y eógenos, 

respectivamente, de la liberación de las biomoléculas desde las nanoplataformas. 
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Además, se observó que el diselo de las mismas tiene una importante influencia tanto en 

la liberación de la carga terapéutica como en las propiedades fototérmicas, es decir, la 

presencia de un recubrimiento de dos capas de polímero-siRNA  en las NPs permite 

velocidades de  liberación más lentas y un efecto fototérmico mejorado in vitro en 

comparación con sus contrapartes con una sola capa. La plataforma hibrida de GNRs 

recubiertas con PE-siRNA mostraron ser biocompatibles además de ser captadas e 

internalizadas por células tumorales en importnates cantidades. Adicionalmente, la 

nanoplataforma fue capaz de liberar su contenido terapéuctico al interior de las células, 

como se evidenció por microscopía de fluorescencia, dando lugar al apagamiento de la 

proteína verde fluorescente (GFP) sobre-expresada en la línea celular de tumor cervical 

modificada HeLa-GFP. Dicho apagamiento fue más eficiente cuando las plataformas 

híbridas recubiertas con dos capas de siRNA estuvieron bajo irradiación de luz NIR de 

baja intensidad (0.5 W/cm2), proporcionando incluso mejores resultados terapéuticos que 

el vector Lipofectamine RNAiMAx, utilizado como control positivo en experimentos de 

transfección.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El bromuro de hexadeciltrimetil amonio (CTAB), ácido tetracloroáurico tri-hidratado 

(HAuCl4·3H2O), nitrato de plata (AgNO3), borohidruro de sodio (NaBH4), poli(sodio-4-

estirénsulfonato) (PSS) de peso molecuar 70,000 g/mol, hidrobromuro de poli-L-lisina 

(PLL) de peso molecular 22,000 g/mol y ácido hialurónico de peso molecular 15,000 

g/mol, se compraron en Sigma-Aldrich. El ácido ascórbico fue comprado en Fluka. El 

resto de los reactivos son de grado analítico y/o adecuados para cultivo celular. Todos 

los reactivos fueron usados en las condiciones en las cuales se recibieron. El oligómero 

BLOCK-IT TM Control (1 Mm) se compró en Invitrogen. Este es un oligómero de dsRNA 

marcado fluorescentemente tiene la misma longitud, carga y configuración que un siRNA 

bioactivo. El siRNA inhibidos de GFP fue comprado en Ambion (silencer GFP (eGFP) 

siRNA). El agua destilada UltraPure DNase/RNase-free fue adquirida en Gibco, Life 

Technologies. El suero bovino inactivado por calor (FBS) y la tripsina 0.25% (w/v) con 

EDTA se adquirió en Hyclone, Thermo Scientific. Todos los disolventes orgánicos fueron 

grado HPLC, y el resto de los reactivos usados tienen el máximo grado de pureza y están 

disponibles comercialmente. 

 

2.1 Síntesis de GNRs.  

Los GNRs fueron sintetizados utilizando el método de crecimiento mediado por semillas. 

Primero, se obtuvieron las semillas de oro recubiertas con CTAB. Para hacer esto, 7.5 

mL de una disolución 0.2 M de CTAB fue agitada junto con 0.25 mL de una disolución 

0.01 M de HAuCl4 en un baño de agua a 27 °C. Para la preparación de las disoluciones, 

semillas y GNRs, la disolución de CTAB debe de solubilizarse durante un día a una 

temperatura y agitación constante de 27 °C y 200 rpm, respectivamente, evitando la 

formación de espuma. A continuación, se preparó una disolución 0.01 M de NaBH4 en un 

baño de agua fría. La disolución se dejó reposar por espacio de 3 minutos para asegurar 

la correcta dispersión del agente reductor. Después, mientras se agitaba la disolución 

Au-CTAB a 200 rpm, 0.6 mL de la disolución 0.01 M NaBH4 se agregó en frío a la anterior  

disolución, después de lo cual esta tomó un tono marrón-amarillento. Esta disolución se 

agitó vigorosamente con la mano por espacio de 2 minutos, y posteriormente se dejó 

reposar por 1 hora en un baño de agua a 27 °C sin agitación para que el exceso de 
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borohidruro de sodio se descomponga. 

Para el crecimiento de los GNRs, 425 L de la disolución 0.01 M de HAuCl4 se agregaron 

a 10 mL de la disolución 0.2 M de CTAB en un baño de agua a 27 °C y a 500 rpm; 

después, la disolución mezcla se tornó de color amarillo brillante. En paralelo, se preparó 

una disolución 0.01 M de nitrato de plata (AgNO3) y se mantuvo en oscuridad. Se 

agregaron a continuación 83 L de la disolución de AgNO3 a la disolución de crecimiento 

de GNRs y se agitó gentilmente con la mano. Después, 68L de una disolución 0.1 M 

de ácido ascórbico (AA) se agregó a la anterior disolución, seguido de una agitación a 

500 rpm hasta que esta se tornó transparente, y se dejó en un baño de agua a 27 °C por 

4 minutos. Finalmente, 110 L de la disolución de semillas de oro fueron agregados a la 

disolución de crecimiento, se agitó por 2 minutos y después se detuvo la reacción. La 

disolución anterior se dejó reposar toda la noche en un baño de agua a 27 °C, cambiando 

a un color rosa-rojiza. Los GNRs fueron centrifugados dos veces a 27 °C por 20 minutos 

y redispersados en 10 mL de agua desionizada.  

Se obtuvo el espectro de absorción UV-Vis de los GNRs utilizando un espectrofotómetro 

Cary Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies). El tamaño de los GNRs fue medido 

utilizando un microscopio electrónico de transmisión (TEM), (JEOL JEM 1011) 

operándolo a un voltaje de aceleración de 120 kV. La concentración de los GNRs por mL 

fue calculada teniendo en cuenta los tamaños de NP obtenidos por TEM y ela 

concentración de átomos de oro obtenidos mediante espectroscopia de masas con 

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). En el caso de los GNRs con una banda del 

plasmón de resonancia longitudinal (LSPR) centrado en 780 nm, 1 mL de tres diferentes 

lotes a una densidad óptica (OD) ~ 1 tienen una concentración de oro cercana a 49.22  

0.37 g/mL, considerando la amplitud y longitud de las NPs obtenida mediante TEM. La 

concentración obtenida bajo estas condiciones fue de 5*1014 GNRs/L. 
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RECUBRIMIENTO POLIMÉRICO LbL DE LAS GNRS. 

 

2.2.1 PSS/PLL/siRNA/HA-GNRs.  

Utilizando la técnica de ensamblaje LbL múltiples capas de PSS, PLL y HA fueron 

depositadas en la superficie de los GNRs (ver Esquema 1). Para el recubrimiento con 

PSS se preparó una disolución de 10 mg/mL de PSS en NaCl 12 mM. Cuando está 

completamente disuelto, se agrega esta disolución a 1 mL de NaCl 12 mM y se agitó a 

500 rpm. Posteriormente, esta disolución fue agregada gota a gota a 1 mL de GNRs (DO 

 1) mientras se agitaban. Después de 1 hora, la disolución resultante se centrifugó a 

15000 rpm por 20 minutos y  se resuspendió en 1 mL de agua MilliQ. A continuación, se 

realizó la deposición del PLL. Para ello, se preparó una disolución de 5 mg/mL de PLL 

en agua, se tomaron 100 L de esta disolución y se agregaron a 700 L de agua y se 

agitó a 500 rpm durante 1 minuto. A continuación, 1 mL de GNRs recubiertos con PSS 

fueron agregados gota a gota. Después de 1 hora la disolución se centrifugó a 15000 por 

20 minutos y se redispersó en 1 ml de agua libre de RNAsas. Posteriormente, se 

disolvieron 0.5 nmol de siRNA en agua libre de RNAsas con una agitación de 500 rpm y 

en un baño de agua a 37 °C por espacio de 30 minutos. Concluido este paso, se agregó 

1 mL de la disolución de GNRs recubiertos con PSS-PLL gota a gota, y se agitó por 2 

horas en un baño de agua a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se centrifugó a 

15000 rpm y el pellet fue redispersado en 1 mL de agua libre de RNAsas. Finalmente, se 

adicionó una capa de HA, para lo cual se preparó una disolución de HA 1 mg/mL en 

agua, se tomaron 60 L de esta disolución y se disolvieron en 1 mL de agua MilliQ 

agintándose a 500 rpm durante 5 minutos. La disolución previamente obtenida de GNRs 

recubiertos con PSS-PLL-siRNA se agregó gota a gota a la disolución de HA y se dejó 

reaccionar por espacio de 1 hora. Al término de este tiempo, la disolución se centrifugó 

a 15000 rpm por 10 minutos y el pellet se resuspendió en 1 mL de agua libre de RNAsas.   

 

2.2.2 (PSS/PLL/siRNA)2/HA-GNRs.  

Para la creación de estas nanoplataformas, las tres primeras capas correspondientes a 

PSS, PLL y siRNA fueron obtenidas como se explicó previamente. A continuación, el 

proceso se repitió para generar otras 3 capas adicionales de la misma manera y, 
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finalmente se agregó una capa de HA como se describió anteriormente.  

 

2.3 CARACTERIZACIÓN FISICO-QUÍMICA 

2.3.1 Dispersión dinámica de Luz.  

Las medidas de DLS fueron realizadas utilizando el sistema de correlación digital ALV-

5000 (ALV 5000/E, ALV GmbH, Germany) equipado con control de temperatura fijado a 

25 °C. La luz fue verticalmente polarizada a 488 nm con un láser de estado sólido (2 W). 

El radio hidrodinámico rH, fue obtenido de la medición por DLS de las muestras de 

partículas diluidas au un ángulo de dispersión de 90°. El análisis de datos de DLS se 

reaiizó con el algoritmo CONTIN y empleando la ecuación de Stokes-Einstein: 

 

RH = kT/6D 

(1) 

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura,  la viscosidad de la disolución 

y D el coeficiente de difusión de las partículas en disolución diluida. Las medidas se 

realizaron por triplicado, con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y 

promediadas. 

 

2.3.2 Movilidad electroforética.  

El potencial zeta de las nanoplataformas preparadas fue determinado por velocimetría 

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las nanopartículas 

fueron suspendidas en agua (pH≈6) y las medidas se llevaron a cabo a 25ºC. Se 

realizaron tres medidas independientes y los resultados se muestran como la media ± 

desviación estándar. El instrumento midió la movilidad electroforética de las partículas y 

la convirtió al potencial Z utilizando la expresión clásica de Smoluchowski: 

 

 

(2) 

donde ,  y  denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el 

potencial Z de las partículas y la viscosidad del medio, respectivamente. Las 

nanopartículas se suspendieron en agua (pH = 6) y tampón fosfato (pH = 7,4) y se 
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introdujeron en una célula desechable, transparente, capilar y plegada. Las mediciones 

se iniciaron después de alcanzar automáticamente el tiempo determinado por el 

software. 

 

2.3.3 Análisis cuantitativo de siRNA. 

Para determinar la eficiencia de encapsulación (EE) y la capacidad de carga (LC) de las 

nanopartículas híbridas de PSS/PLL/siRNA/HA-GNR y (PSS/PLL/siRNA)2/HA-GNR, 

estas fueron centrifugadas a 15000 rpm a 20 °C por 20 minutos. El contenido de siRNA 

en el sobrenadante fue medido por espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia. 

Previamente se creó una curva de calibración con siRNA disuelto en agua libre de 

RNAsas a 37 °C. Las gráficas de UV-Vis fueron obtenidas a 260 nm substrayendo las 

potenciales contribuciones de los residuos de las proteínas a 280 nm. Las curvas 

estándar de fluorescencia fueron fijadas a una longitud de onda de excitación de 494 nm 

y recolectadas a una longitud de onda de emisión de 519 nm. Los espectros de UV-Vis 

fueron medidos con el espectrofotómetro Cary Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies, 

USA) mientras que el espectro de fluorescencia fue monitorizado con un 

espectrofotómetro Cary Eclipse (Agilent Technologies, USA). Cada muestra fue medida 

por triplicado de 3 diferentes lotes y promediado. La EE y la LC fueron calculadas 

mediante las siguientes expresiones:  

 

 

E.E. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100 

(3) 

 

 

L.C. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100 

(4) 

 

2.3.4 Liberación in vitro.  

Los perfiles de liberación del siRNA desde las nanopartículas híbridas fueron medidos in 

vitro durante varios días a una temperatura constante de 37 °C, con agitación magnética 
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a 300 rpm y a dos pH, 7.4 (fisiológico) y 5.5 (ambiente lisosomal). Para obtener los 

perfiles de liberación, 1 mL de GNR híbridos fueron puestos en tubos de diálisis 

(SpectraPore®, MWCO 50 kDa) y sumergidos en 50 mL de buffer suplementado con 

10% (v/v) de FBS y a los pH antes mencionados. La concentración del siRNA liberado 

fue determinado a diferentes intervalos de tiempo para cada pH. Para cada tiempo, una 

muestra de 1 mL de medio fue retirado y reemplazado con el mismo volumen de buffer 

nuevo. El contenido de siRNA fue medido mediante UV-Vis y fluorescencia utilizando las 

curvas de calibración previamente establecidas. Las medidas se realizaron por triplicado.  

 

2.3.5 Liberación de siRNA asistida por proteasas.  

La liberación de siRNA asistida por enzimas desde los GNR híbridos fue medida in vitro 

durante varios días a una temperatura constante de 37 °C, con agitación magnética a 

300 rpm a pH 7.4 y 5.5 en presencia y ausencia de 0.25% (v/v) de tripsina-ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) a razón de 50 L por cada 40 mL de buffer. Para tal 

efecto, 1 mL de los GNRs híbridos fueron puestos en tubos de diálisis (SpectraPore®, 

MWCO 50 kDa) y sumergidos en 50 mL de buffer suplementado con 10% (v/v) de FBS, 

con la cantidad correspondiente de tripsina-EDTA y a los pH antes mencionados. La 

concentración liberada de siRNA fue determinada como se explicó anteriormente.  

 

2.3.6 Liberación de siRNA asistida por luz en el infrarrojo cercano.  

Con la finalidad de analizar el efecto de la exposición a luz láser NIR en la liberación de 

siRNA desde los GNRs híbridos, 1 mL de estas NPs (1 x 1011 NP/mL) fue incubado a 37 

°C bajo agitación magnética a pH 5.5. Las condiciones experimentales fueron similares 

a las previamente establecidas en ausencia de tripsina-EDTA excepto que, después de 

6 y 24 horas de incubación los GNRs híbridos fueron expuestos a la radiación de luz en 

el infrarrojo cercano a 0.5 y 3 W/cm2 por espacio de 5 minutos. La irradiación fue llevada 

a cabo utilizando un láser de onda continua a una longitud de onda de 808 nm (50 W, 

Oclaro, Inc, USA). El láser fue alimentado por un controlador de diodo láser Newport 

5700-80 (Newport Corporation, USA). Una fibra óptica con apertura de 200 m fue 

utilizada para transferir la luz desde la unidad láser a la disolución de partículas y 

conectada con un colimador que permite ajustar de manera precisa el tamaño del “spot” 
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del láser en el rango de 1-10 mm. La potencia de salida se calibró de forma independiente 

mediante un medidor de potencia óptica (Newport 1916-C), y el tamaño del “spot” se 

midió con un perfilador de haz (Newport LBP-1-USB) que se colocó a la distancia de 8 

cm entre la salida del colimador y la muestra de GNRs. 

  

2.4 ENSAYOS CELULARES   

2.4.1 Líneas celulares.  

Se utilizaron las líneas de cáncer cervical HeLa y HeLa-GFP, y la línea de cáncer de 

pecho MDA-MB-231 obtenidas de Cell Biolabs (San Diego, USA). Las células fueron 

cultivadas en condiciones estándares de cultivo (5% CO2 a 37°C) en medio DMEM 

supementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM de L-glutamina, 1 % (v/v) de 

penicilina/estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio y 0.1 mM de aminoácidos no 

esenciales (NEAA).  

 

2.4.2 Toxicidad celular in vitro.  

La toxicidad de los GNRs híbridos cargados con siRNA fue probada in vitro mediante el 

kit de proliferación CCK8. Las células HeLa y MDA-MB-231 fueron sembradas en una 

placa de 96 pozos (1.5·104 células/pozo) y se dejaron crecer por 24 horas en condiciones 

estándares de cultivo en 100 L de medio. Pasadas las 24 horas, 100L de NPs a una 

concentración de 2.5·1010 Np/mL, correspondientes a las nanopartículas híbridas de 

PSS/PLL/siRNA/HA-GNR y (PSS/PLL/siRNA)2/HA-GNR, fueron diluidas en medio de 

cultivo, se agregaron a cada pozo con células e incubadas por 6 horas. Algunas células 

fueron transfectadas con 1 Mm de oligo de control fluorescente siRNA BLOCK-iT™ 

(Invitrogen, USA) utilizando Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies, USA) como 

control positivo siguiendo las instrucciones del fabricante. También algunas células 

fueron dejadas sin tratamiento alguno como control negativo. Después de los períodos 

de incubación correspondientes, el medio de cultivo fue descartado, las células fueron 

lavadas con PBS 10 mM a pH 7.4 y se agregaron 100 L de medio de cultivo fresco a 

cada pozo. Así mismo, algunas células fueron previamente irradiadas con un láser de 

haz continuo acoplado a una fibra óptica con un diodo fuente de 808 nm (50 W, Oclaro, 

Inc, USA). Las fluencias utilizadas fueron de 0.5, 1.0 y 3.0 W/cm2 durante 5 minutos en 
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cada pozo. Después de 18 y 42 horas de incubación adicionles, las células fueron 

lavadas con PBS 10 mM a pH 7.4 y se agregaron 100 L de medio de cultivo fresco a 

cada pozo. En este punto, 10 L del reactivo CCK8 fue añadido a cada pozo. Después 

de 2 horas de incubación, se midió la absorbancia a 450 nm con un lector de absorbancia 

de microplacas UV-Vis Bio-Rad 689 (Bio-Rad, USA). La viabilidad celular fue calculada 

de la siguiente manera: 

 

C.V (%) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
 x 100 

(5) 

 

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con 

nanopartículas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin 

nanopartículas.  

 

2.4.3 Internalización celular observada en TEM.  

Las células HeLa fueron sembradas en placas de 6 pozos con 2 mL de medio de cultivo 

DMEM suplementado a una concentración de 5·104 células por pozo e incubadas por 24 

horas en condiciones estándares de cultivo. Transcurrido ese tiempo, 200 L de 

nanopartículas GNRs híbridas fueron agregadas a las células a una concentración de 

2.5·1010 NP/mL e incubadas por 6 horas. Después de este tiempo, las células fueron 

lavadas con PBS, tripsinizadas y centrifugadas a 1500 rpm por 4 minutos. Los pellets de 

células fueron fijados con 500 L de glutaraldehído al 2.5 % (w/v), posteriormente 

introducido en un pellet de agar, postfijado con tetraóxido de osmio en 0.1 M de buffer 

cacodilato al 1% (w/v) y, finalmente, pelletizado con Eponate (Ted Pella Inc, USA). Cortes 

ultra finos de las células fueron obtenidos con un ultramicrotomo (UltraCut S, Leica 

Microsystems GmgH) y analizados con microscopía electrónica de transmisión (JEOL 

JEM 1011, Japan).  

 

2.4.4 Internalización celular y silenciamiento génico por microscopía de 

fluorescencia.  

La captación de partículas y la transfección de siRNA también fueron seguidas por 
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microscopía de fluorescencia mediante el cultivo de células HeLa (para experimentos de 

internalización) y HeLa-GFP (para silenciamiento de genes), respectivamente, en 

presencia de PSS/PL/siRNA/HAGNRs y (PSS/PLL/siRNA)2/HA/GNR (a una 

concentración de 2.5·1010 NP/mL) y los complejos siRNA-Lipofectamine RNAiMAX 

utilizados como controles. El efecto del silenciamiento fue analizado registrando la 

pérdida de fluorescencia en la línea celular HeLa-GFP, mientras que la captación celular 

fue seguida por los aumentos de las señales de fluorescencia en células HeLa normales 

(provenientes de la fluorescencia del oligo siRNa empleado) después de la 

internalización de ambos tipos de nanopartículas híbridas. 

Para ello, las células (5·104 células por pocillo) se sembraron en cubreobjetos de vidrio 

revestidos con poli-L-lisina (12x12 mm2) colocados dentro de placas de 6 pozos con 3 

mL de medio, y se cultivaron durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. Luego, 

se agregaron 250 µL de nanopartículas a cada pozo con células. Después de 6 horas, 

algunas células se irradiaron con luz NIR suministrada por la fuente de luz láser a 0,5 

W/cm2 durante 5 min. Luego, las células se incubaron durante diferentes períodos de 

tiempo. Posteriormente, las células que contenían nanopartículas se lavaron tres veces 

con PBS pH 7,4 y, a continuación, se fijaron con paraformaldehído al 4% (w/v) durante 

10 min, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con 0,2% (w/v) de Triton X-100, y se 

tiñeron con BODIPY Phalloidin (Invitrogen, USA). Las células se lavaron de nuevo con 

PBS, se montaron en portaobjetos de vidrio teñidos con ProLong Gold antifade DAPI 

(Invitrogen) y se curaron durante 24 horas a -20 ° C. 

Las muestras se visualizaron con un objetivo 63X utilizando un microscopio de 

epifluorescencia Leica DMI6000B con un sistema modular Leica AF6000, y equipado con 

una cámara DFC3665FX (Leica Microsystems GmbH, Alemania), donde el canal azul 

corresponde a DAPI (λex = 355 nm), el canal rojo a BODIPY Phalloidin (λex = 633 nm), y 

la luz transmitida se observó en el modo de contraste de interferencia diferencial (DIC). 

El canal verde correspondió a la excitación del colorante FITC que funcionalizaba el oligo 

de siRNA (para experimentos de captación). Se usó el mismo canal para la excitación a 

520 nm de la proteína fluorescente verde en células HeLa-GFP (para experimentos de 

silenciamiento). 
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2.4.5 Captación celular y silenciamiento génico por citometría de flujo. 

La captación de siRNA por las células HeLa se cuantificó midiendo la fluorescencia de 

un oligo de siRNA marcado con FITC (Invitrogen, USA) cargado en los GNRs recubiertos 

con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA a una concentración de 2.5· 1010 

NP/mL por citometría de flujo. Para ello, se utilizaron células HeLa que expresan la 

proteína de fluorescencia verde (GFP) para investigar la eficacia de silenciamiento 

génico de los GNR recubiertos de PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA que 

encapsulan un siRNA específico contra GFP (Ambion silencer GFP, eGFP siRNA). 

Se usaron células HeLa estándar como control negativo, células HeLa-GFP no 

transfectadas como control positivo y se utilizó el vector de transfección para siRNA 

Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies, USA) como control positivo adicional para 

la transfección. Se utilizaron 2· 105 células por pocillo, y estas se incubaron durante 6, 

12, 24, 48 y 72 horas; luego, se lavaron una vez con PBS y se tripsinizaron. Se hicieron 

varios lavados a 1200 rpm durante 4 minutos para evitar la autofluorescencia del rojo de 

fenol del medio de cultivo. Luego, las células se resuspendieron en 1 mL de PBS. Los 

datos se obtuvieron mediante citometría de flujo directa (Guava Easycyte HT Millipore).  

Los experimentos se realizaron en ausencia y presencia de irradiación con luz NIR 

suministrada por una fuente de láser de diodo acoplado a fibra de onda continua a 808 

nm (50 W, Oclaro, Inc.,USA) a una fluidez de 0,5 W/cm2. 
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RESULTADOS 
Las metodologías de RNA de interferencia para la eliminación/inhibición de genes en 

células de mamíferos involucran el uso de RNA sintético que consiste en un RNA de 

doble cadena corta (siRNA) con carga negativa y 21-23 nucleótidos de longitud, con una 

dimensión similar a una varilla de 5.5 nm x 2.0 nm [49]. 

Algunos estudios previos han demostrado que al usar la técnica de recubrimiento de LbL, 

el siRNA se puede unir a la superficie de partículas cargadas positivamente a 

temperatura ambiente o incluso a temperaturas superiores [23,50]. Aquí, utilizamos 

GNRs estabilizados con CTAB como nanopartículas con carga positiva, que se 

prepararon mediante una metodología de crecimiento mediada por semillas modificada 

[51]. El exceso de CTAB se eliminó extensamente por centrifugación; posteriormente, los 

GNRs estabilizados con CTAB se recubrieron alternativamente con el polímero PSS y el 

polímero PLL siguiendo la técnica de auto ensamblaje LbL. Aquí, el PSS se seleccionó 

por su naturaleza biocompatible, mientras que el PLL se empleó aprovechando su 

biodegradabilidad por las proteasas para lograr una nanoplataforma con la liberación de 

la carga terapéutica activada de manera endógena [41,52]. El siRNA se encapsuló en la 

superficie de las nanopartículas en forma de una o dos capas de recubrimiento a través 

de la adsorción electrostática en la capa de PLL subyacente (ver Esquema 1). 

Finalmente, se ensambló una capa externa de HA alrededor de las partículas para que 

proporcione a la nanoplataforma de suficiente estabilidad coloidal y una capacidad de 

direccionamiento hacia las células cancerosas que sobreexpresan receptores CD44, 

como las de pulmón, mama, colonorrectal, gástricas, pancreáticas, renales, hepáticas y 

cervicales [53-55].  

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Representación de los GNRs recubiertos con una sola capa (izquierda) y dos capas de siRNA 

(derecha). 
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Figura 1. Espectros de absorbanción UV-vis después de cada capa de polielectrólitos depositada en los GNRs 
para (a) GNRs con recubrimiento de PSS/PLL/siRNA/HA, y (b) con recubrimiento de (PSS/PLL/siRNA)2/HA. 

2.5.1 Obtención y caracterización físico-química de GNRs recubiertos con siRNA.  

No es esperable que el siRNA se enrolle fácilmente alrededor de las nanopartículas de 

oro ya que es una molécula rígida, similar a una varilla [56]. Por lo tanto, es necesario 

encontrar las condiciones adecuadas para optimizar su unión sobre estas. En este 

sentido, se analizó la influencia de la temperatura de la disolución en la adsorción del 

siRNA sobre los GNRs funcionalizados mediante la técnica de LbL ya que esta variable 

posee una gran importancia en la capacidad del siRNA para ser adsorbido en las 

superficies de las nanopartículas.  

Una vez establecidas las condiciones óptimas para el recubrimiento con el siRNA, el 

proceso de recubrimiento LbL se monitorizó mediante espectrofotometría UV-Vis. Los 

espectros UV-vis (Figura 1) muestran que el pico correspondiente al plasmón superficial 

longitudinal de los GNRs se desplaza progresivamente después de cada etapa de 

adsorción de los polielectrólitos como consecuencia de la extrema sensibilidad de las 

nanopartículas a las propiedades dieléctricas del entorno circundante, [58] lo que 

confirma su exitosa adsorción. También se observa que no hay un ensanchamiento o 

desplazamiento importantes hacia el NIR del pico del plasmón longitudinal de los GNRs 

como resultado del proceso de recubrimiento, lo que sugiere la ausencia de agregación 

de partículas 
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Además, la intensidad del pico del plasmón longitudinal cae bruscamente cuando la 

primera capa de PSS se une a la superficie de las nanopartículas. Esta atenuación de la 

luz puede ser el resultado de una disminución en la amplitud de la oscilación de los 

electrones relacionada con: i) cierta absorción de la luz por la capa de polielectrólitos, ii) 

una disminución de las oscilaciones electrónicas en la superficie metálica [60]. Sin 

embargo, para las siguientes capas de polielectrólitos depositadas no se observaron 

disminuciones adicionales (ver Figura 2a). La banda correspondiente al plasmón 

transversal permanece constante durante el proceso de acomplejamiento de los 

polielectrolitos, excepto cuando las capas de siRNA están adsorbidas, para la cual se 

observa un aumento. El aumento observado cerca de 490-495 nm puede provenir de la 

absorción de luz por la sonda FITC presente en el oligo-siRNA empleado.  

 

2.5.2 Movilidad electroforética.  

Los datos de potencial Z revelaron una inversión en la carga eléctrica de las 

nanopartículas después de la deposición de cada capa de PSS y PLL. Este patrón zig-

zag característico (Figura 2b, d) confirma la deposición alternada satisfactoria de los 

polielectrólitos cargados positivamente y negativa, respectivamente. 

Sin embargo, este patrón no se observa al depositar el siRNA y HA. Para el siRNA, la 

cantidad de oligonucleótidos no es suficiente para revertir la carga de las nanopartículas, 

permaneciendo grupos cargados de la PLL expuestos. El ensamblaje de la capa externa 

de HA se diseñó teniendo en cuenta que las nanopartículas ligeramente positivas 

deberían ser más efectivas para interactuar con las membranas celulares con carga 

negativa. Por lo tanto, se agregó HA con el objetivo de disminuir la carga neta positiva 

de la superficie de las partículas, pero evitando la inversión completa de la carga de la 

superficie. 

 

2.5.3 Dispersión dinámica de Luz.  

La Figura 2e muestra los radios hidrodinámicos de los GNRs recubiertos con siRNA 

medidos por DLS. Las dimensiones hidrodinámicas de las nanopartículas híbridas 

aumentan a medida que aumenta el número de capas ensamblado, con radios de 

aproximadamente 60 y 90 nm para los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA, respectivamente (donde el subíndice denota el número de 
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capas). Es necesario recordar que los datos de DLS se basan en el supuesto de 

geometrías esféricas para las partículas por lo que los radios hidrodinámicos obtenidos 

solo deben tomarse como una aproximación del tamaño real. 

Con el fin de descartar cualquier contribución potencial de la agregación de partículas o 

el acoplamiento de las GNRs a los incrementos de tamaños observados, también se 

adquirieron imágenes TEM de las nanopartículas (PSS/PLL/siRNA)2/HA (Figura 2f). Así, 

no se observaron signos aparentes de agregación de las partículas. 

Desafortunadamente, el recubrimiento polimérico que envuelve las nanopartículas 

metálicas apenas se pudo observar. 

 

2.5.4 Análisis cuantitativo del siRNA adsorbido.  

La EE para una cantidad inicial de siRNA de 0.5 nmol en una disolución de GNRs a la 

concentración de 5·1011 NP/mL se estimó en 77.6 ± 8.3% para la primera capa de siRNA 

y 44.2 ± 9.7% para la segunda, con una eficiencia total de 62 ± 15% (es decir, se cargaron 

aproximadamente 600 y 380 pmol de siRNA, respectivamente), que corresponden a 

valores de LC cercanos al 14.2 ± 7.1% y 11.0 ± 3.0% (ver Tabla 1). 

 

2.5.5 Liberación de siRNA de GNR recubiertos con siRNA.  

Los perfiles de liberación de siRNA de GNR recubiertos con siRNA y la influencia 

potencial de los activadores tanto endógenos como exógenos se analizaron en diferentes 

condiciones de solución, en particular, a pH 7,4 y 5,5 que simulan el pH del plasma 

sanguíneo y el micro entorno ácido de los citoplasmas celulares, respectivamente. La 

degradabilidad de la capa de PLL por proteasas endógenas como la catepsina B 

lisosomal, que a menudo se sobre expresa en células cancerosas e inflamadas y la 

tripsina puede conferir una degradación lenta del recubrimiento de polielectrolitos de las 

nanopartículas dentro de las células para lograr una liberación de siRNA activada 

gradualmente, resultando en un prolongado efecto de silenciamiento génico.  
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Tabla 1. Concentración, LC y EE del siRNA complejado a los GNR recubiertos con PSS/PLL en forma de 
una capa de recubrimiento ensamblada mediante la técnica LbL. IF denota el siRNA agregado en 1 mL de 
GNR recubiertos con PSS/PLL a una concentración de 1 · 1011 G 

 

IF siRNA 

(nmol) 

siRNA-loaded 

GNRs (nmol) 

LC 

(%) 

EE 

(%) 

0.5 0.03  0.01 0.029  5.6 

0.8 0.07  0.02 0.020  5.0  

1.6 0.10  0.02 0.030  6.3  

2.0 0.32  0.05 0.090  16  

3.0 1.07  0.05 0.250  36  

5.0 2.00  0.05 0.383  60  

10 6.00  0.06 0.651  60  

15 10.5  0.06 0.757  70  

 

 

También se puede observar que dentro del rango de concentración analizado, el LC del 

siRNA  alcanza hasta aproximadamente 10.5 nmol de siRNA encapsulado con un EE de 

aproximadamente 70% sin saturación, lo que sugiere la posibilidad de aumentar aún más 

la concentración de carga si es necesario.  
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f) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Desplazamientos de LSPR longitudinales (), decaimientos de absorbancia longitudinales () y 

transversales ( ) y potenciales z () después de cada etapa de recubrimiento para (a, b) GNRs recubiertos 

con PSS/PLL/siRNA/HA y (c, d) GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA. El cambio de LSPR de los 

GNRs recubiertos con la capa i se define como Δλ = λ (i) -λ (CTAB). Los decaimientos longitudinales y 

transversales se construyen como la relación entre la absorbancia óptica en la capa i con respecto a la 

capa CTAB: decaimiento (SPR) = abs(i)/abs(CTAB). (e) Radios hidrodinámicos para los GNRs con 

recubrimiento de CTAB (negro), con recubrimiento de PSS (rojo), con recubrimiento de 

PSS/PLL/siRNA/HA (azul), y con recubrimiento de (PSS/PLL/siRNA)2/HA (verde). (f) Imágenes de TEM de 

GNRs con recubrimiento de (PSS/PLL/siRNA)2/HA. 
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Por otro lado, las propiedades de absorción óptica y la posterior capacidad de actuar 

como agentes fototérmicos hacen que las plataformas basadas en GNRs sean 

adecuadas para usar la luz NIR como un activador externo de cara a obtener una 

liberación controlada de las moléculas encapsuladas gracias a los cambios sutiles de 

temperatura en el entorno de las nanopartículas bajo la estimulación lumínica. 

 

2.5.6 Liberación asistida por enzimas.  

Como se mencionó anteriormente, el PLL (que se ha mostrado anteriormente como un 

material prometedor para desarrollar vectores de suministro de genes y 

nanotransportadores de fármacos) se seleccionó como el polielectrólito catiónico gracias 

a su biodegradabilidad bajo la acción de las proteasas [61]. El PLL está cargado 

positivamente a pH fisiológico por lo que puede asociarse electrostáticamente con el 

esqueleto de fosfato aniónico del siRNA. Para estudiar la liberación del siRNA, se 

incubaron GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA a 37 º C 

en presencia y ausencia de tripsina a pH 7,4 y 5,5 durante cuatro días (Figura 3a-b). 

A pH 7,4, se observa que los perfiles de liberación de siRNA son independientes del 

número de capas poliméricas pero, al contrario, las tasas de liberación no lo son [62]. 

Así, existe una fase de liberación ultrarrápida inicial dentro de las primeras 12 a 15 horas 

de incubación, seguida de un patrón de liberación más sostenido con liberaciones del 

agente bioactivo de hasta aproximadamente el 85%, y entre 50 y 65% en presencia y 

ausencia de tripsina, respectivamente. En ausencia de la enzima, el 50% del siRNA se 

liberó de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/ siRNA/HA en 58 h, en comparación con 

las 96 h necesarias para la liberación desde los GNRs recubieros con 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA. Este hecho confirma que la nanopartícula híbrida de dos capas 

es más resistente a la difusión del siRNA fuera del recubrimiento, probablemente como 

consecuencia de la estructura de capas más gruesas que puede ofrecer una mayor 

protección para el material genético junto con una liberación más sostenida y lenta. 
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Figura 3. Liberación del siRNA a (a) pH 7,4 y (b) pH 5,5 para GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA 

(■, □) y recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA (●, ◌) en ausencia (símbolos cerrados) y presencia 

(símbolos abiertos) de tripsina. Liberación de siRNA inducida por la luz NIR de (c) GNRs recubiertos con 

PSS/PLL/siRNA/HA y (d) recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA. Las potencias empleadas del láser fueron 

3 () y 0.5 () W/cm2. También se incluyen para la comparación la difusión simple del siRNA (, )  y la 

liberación asistida enzimática (, ). La desviación estándar relativa fue menor al 10.0%. Las barras de 

error no se muestran para una mayor claridad. 

 
 

A pH 5.5 también se observa una clara fase de liberación ultrarrápida para los GNRs 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA, siendo esta más corta para los recubiertos con 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA, especialmente cuando la enzima no está presente en el medio 

circundante. Esta primera fase es seguida por un patrón de liberación más sostenido, 

como ocurrió a pH 7.4. Las tasas de liberación son mayores para los GNRs recubiertos 

con PSS/PLL/siRNA/HA tanto en presencia como en ausencia de tripsina, con una 

liberación adicional en torno 15-25% del siRNA cuando la enzima está presente en 
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disolución. 

Además, la cantidad de siRNA liberado es menor en condiciones ácidas resepcto a pH 

7,4, probablemente como resultado de: i) la adopción de una conformación de cadena al 

azar de las moléculas de PLL a este pH en contraste con una configuración más 

expandida en pH fisiológico; [63] y ii) este polielectrólito está más densamente cargado 

a pH 5.5 facilitando así las interacciones con las cadenas de siRNA. 

 

2.5.7 Liberación inducida por la luz NIR. 

La excitación con luz láser a la misma longitud de onda del LSPR de los GNRs produce 

una importante absorción lumínica. La energía absorbida modula la atracción entre las 

nanopartículas metálicas y las moléculas cargadas circundantes, lo que da como 

resultado la liberación del agente terapéutico (siRNA) bajo demanda mediante dos 

mecanismos posibles: i) un mecanismo térmico basado en el calentamiento localizado 

alrededor de cada NP libera aumentos de temperatura de la solución de siRNA antes ii) 

uno no térmico, donde la excitación lumínica genera electrones calientes que modifican 

las interacciones entre los polielectrolitos y el siRNA [64]. 

Los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA se incubaron a 

37 ºC a una concentración de 1·1011 NP/mL y a pH 5,5. Se expusieron a una irradiación 

con láser NIR de onda continua (808 nm) a 0.5 y 3 W/cm2 durante 5 min después de 6 y 

24 h de incubación bajo agitación moderada. Los perfiles de liberación observados 

muestran una fase de liberación ultrarrápida a tiempos de incubación cortos (10 a 15 

horas de incubación) seguido de un patrón más sostenido como en el caso de la 

liberación desencadenada por enzimas. Así, se obtuvieron tasas y extensiones de 

liberación similares para irradiaciones de luz de 0.5 y 3 W/cm2 para los GNRs recubiertos 

con PSS/PLL/siRNA/HA de hasta 85%. Por el contrario, los GNRs con recubrimiento de 

PSS/PLL/siRNA2/HA exhiben mayores liberaciones de carga a 3 W/cm2 que a 0.5 W/cm2, 

lo que concuerda con la necesidad de un mayor aporte de energía para lograr una 

absorción de la luz suficiente y el consiguiente incremento térmico requerido para obtener 

la desestabilización de las interacciones electrostáticas entre las capas internas de 

polielectrólitos para la liberación exitosa de siRNA.  

Además, la comparación de los perfiles de liberación activados por la luz y mediante la 
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enzima denota que este último proporciona tasas de liberación mucho más rápidas, como 

se observa en la Figura 3c-d. A tiempos cortos de incubación (< 24 h), el revestimiento 

de PLL apenas se degrada por la tripsina, mientras que la irradiación con láser logra una 

desestabilización más rápida de las capas de polielectrólito a través de los mecanismos 

descritos anteriormente, permitiendo la liberación de la carga terapéutica. Por el 

contrario, a tiempos de incubación más prolongados (aprox. 96 h), las extensiones de 

liberación son bastante similares ya que las enzimas degradan mucho las cadenas de 

PLL y, por lo tanto, difunden más moléculas de siRNA al medio acuoso.  

 

2.5.8 Citotoxicidad celular in vitro de GNRs recubiertos con siRNA.  

Para probar el uso potencial de las nanopartículas híbridas desarrolladas como posibles 

plataformas terapéuticas multimodales, en primer lugar se analizó su estabilidad coloidal 

y su potencial citotoxicidad in vitro. 

Así, los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA fueron 

completamente estables en disoluciones acuosas. En presencia de proteínas séricas, 

solo se observó la presencia de agregados muy pequeños (aproximadamente 4 

partículas por clúster) después de 48 h de incubación, que es mucho más largo que el 

tiempo requerido para una internalización exitosa de la nanoplataforma dentro de las 

células. 

Para evaluar la citotoxicidad y la eficacia fototérmica de los GNRs recubiertos con 

PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA in vitro, se realizó un ensayo de 

proliferación CCK-8 después de la administración de NPs a las células a una 

concentración de 2,5·1010 NP/mL e incubación posterior durante 24 y 48 horas en líneas 

celulares cancerosas tanto cervicales como de mama HeLa y MDA-MB-231 

respectivamente. Parte de estas células se irradiaron con una fuente de láser de onda 

continua a 808 nm durante 5 minutos a diferentes intensidades (0, 0.5, 1 y 3 W/cm2). 

Algunas células también se transfectaron con el oligo de siRNA usando Lipofectamine 

RNAiMAX como control positivo. 

En ausencia de irradiación de luz, la citotoxicidad asociada a la nanoplataforma es 

despreciable para las células MDA-MB-231, y se encuentra dentro del 10-20% para las 

células HeLa. La transfección de siRNA con Lipofectamine RNAiMAX induce toxicidades 



33 
 

celulares similares (que oscilan entre el 10-20%, especialmente para las células HeLa 

que son más sensibles) [65].  

Existe una excepción para los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA después de 

48 h de incubación, para las cuales la citotoxicidad es de aproximadamente el 35% (ver 

figura 4). Este mayor valor podría estar asociado a una mayor sobreexpresión de los 

receptores CD44 en la última línea celular, que permiten mayores captaciones de 

partículas a través de un proceso de endocitosis mediado por receptor hasta niveles que 

pueden comprometer la función y la viabilidad celular. 

Por otro lado, la irradiación con luz NIR no afecta la viabilidad celular en ausencia de 

nanopartículas. Cuando las células se irradian con luz NIR, se observan citotoxicidades 

progresivas más altas a medida que aumenta la fluencia. Específicamente, se observa 

que las células HeLa son mucho más sensibles a la irradiación con láser que las MDA-

MB-231, incluso a la irradiación más baja (0.5 W/cm2), con viabilidades celulares por 

debajo del 50%. De hecho, para las células MDA-MB-231 las tasas de supervivencia son 

muy superiores al 50% en toda la gama de fluencias analizadas, excepto en la más alta 

(3 W/cm2). Este comportamiento se derivaría de una mayor internalización de partículas 

en las células HeLa como se mencionó anteriormente, lo que aumentaría la producción 

de calor dentro de las células mejorando, así, los efectos fototérmicos citotóxicos. Los 

GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA irradiados poseen una menor actividad 

fototérmica de destrucción de células que los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA 

probablemente como consecuencia de una atenuación de la luz NIR absorbida por la 

presencia de más capas de polielectrólitos sobre las superficies de las nanopartículas 

[60]. 

 

2.5.9 Captación celular e internalización de GNRs recubiertos con siRNA.  

Para confirmar si los GNRs se pueden usar como nanotransportadores para la 

administración de siRNA, se monitorizó la captación y la internalización de estas 

nanopartículas híbridas. Los GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA se incubaron 

en células HeLa durante 6 horas y se tomaron, a continuación, imágenes de microscopía 

de fluorescencia. 
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Figura 4. Toxicidad fototérmica inducida por los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y recubiertos 

con (PSS/PLL/siRNA)2/HA en líneas celulares de cáncer (a) HeLa y (b) MDA-MB-231. Las células se 

irradiaron con un láser de onda continua a 808 nm a 0 (azul), 0,5 (azul claro), 1 (rojo claro) y 3 W/cm2 (rojo) 

durante 5 min. 

 

De cara a optimizar las condiciones para una transfección de siRNA eficiente empleando 

los GNR recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA, la evolución 

temporal de la internalización del siRNA se monitorizó mediante microscopía de 

fluorescencia en células HeLa durante 3 días usando (Figura 5). Se utilizó lipofectamina 

RNAiMAX como control positivo. Algunas células también se irradiaron con el láser de 

808 nm a 0.5 W/cm2 durante 5 min después de 6 y 24 h de incubación para descifrar la 

influencia potencial (si la hubiera) de la irradiación de luz NIR en el proceso de 

transfección. 

Como se mencionó anteriormente, el siRNA se encontró principalmente en el citoplasma 
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celular. La señal FITC derivada del siRNA fue progresivamente más fuerte hasta 48 h de 

incubación (color naranja en las imágenes fusionadas). En presencia de irradiación NIR, 

no se encontraron diferencias considerables en la liberación de siRNA, excepto en los 

GNR recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA después de 6 a 12 h de incubación, para las 

cuales la liberación de la carga se mejora ligeramente en concordancia  con los datos de 

liberación mostrados previamente. 
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Figura 5. Células HeLa con GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA, con (PSS/PLL/siRNA)2/HA y 

complejo de Lipofectamine-siRNA en presencia y ausencia de irradiación de luz NIR (808 nm) a 0.5 W/cm2 

durante 5 min. Los núcleos se tiñeron con DAPI (canal azul), membranas celulares con Bodipy-faloidina 

(canal rojo), mientras que el siRNA se modificó con una sonda FITC (canal verde). 

 

 
Después de 72 h de incubación, la señal de fluorescencia aún es apreciable pero con 

una intensidad más baja, lo que podría indicar cierto progreso en la degradación del 

siRNA por nucleasas citoplasmáticas. Además, se corrobora que las señales de 

fluorescencia correspondientes a los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA son 

más fuertes que las señales de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA 

(particularmente visibles después de 24, 48 y 72 horas de incubación), de acuerdo con 

su mayor LC y las concentraciones de siRNA liberadas, como se indicó anteriormente. 

 

2.5.10 Captación celular observada en TEM.  

Para confirmar adicionalmente la exitosa captación e internalización celular de las 

presentes nanoplataformas híbridas, se adquirieron imágenes de microscopía 
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electrónica de transmisión (TEM). Los GNRs  recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA 

presentes en el citoplasma celular se observaron en el interior de de vesículas, 

particularmente lisosomas y autofagosomas (Figura 6a-d). Esto estaría de acuerdo con 

que las nanopartículas híbridas son captadas por endocitosis mediada por receptores, 

en particular, a través de receptores CD44 sobre-expresados en las superficies de la 

membrana de las células HeLa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Imágenes TEM de la captación en células HeLa irradiadas a 0,5 W/cm2 durante 5 min de (a, d) 

GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA y de (b, c) GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA. Las 

flechas apuntan a la formación de burbujas debido a la irradiación lumínica. La barra de escala representa 

3 µm en (a) y (e); 2 µm en (f), 1 µm en (b); 500 nm en (c); y 200 nm en (d), (g) y (h). 
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Cuando las partículas híbridas se irradian después de una incubación durante 6 h en 

células HeLa con un láser de onda continua (808 nm) a 0,5 W/cm2 durante 5 min, las 

vesículas intracelulares que contienen las nanopartículas metálicas aumentan su 

volumen, probablemente como conscuencia de un daño citoplasmático inducido por un 

incremento de temperatura (Figura 6e-f). La generación de calor bajo la irradiación de 

luz NIR dentro de las células puede llevar a la formación de burbujas (flechas en la Figura 

6e-f) y la posterior expansión del volumen [66]. Además, se observa una pérdida de la 

forma de los GNRs dentro de los lisosomas, que probablemente se deriva de la 

combinación de algunas potenciales remodelaciones de las nanopartículas bajo 

irradiación luz NIR y el ambiente ácido del medio lisosomal (Figura 6g-h). 

 

2.5.11 Captación celular y silenciamiento génico por citometría de flujo.  

Con el fin de realizar un análisis cuantitativo del siRNA transfectado dentro de las células 

en presencia y ausencia de irradiación con luz NIR, se realizaron experimentos de 

citometría de flujo. Para ello, las células HeLa se incubaron durante 6 h con GNRs 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA, un complejo 

Lipofectamine-siRNA (como control positivo), y algunas de ellas fueron expuestas a 

irradiación de luz NIR a 0,5 W/cm2 durante 5 minutos. Posteriormente, las células se 

dejaron bajo incubación durante otras 6 a 72 horas adicionales.  

La Figura 7 muestra que la internalización y la posterior liberación de siRNA de los GNRs 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA alcanza un máximo 

después de 72 horas de incubación, y es más alta para este último tipo de nanopartículas, 

en concordancia con su capacidad para transportar y liberar grandes cantidades de 

siRNA. 

La fluorescencia observada en ausencia de irradiación podría estar relacionada con la 

liberación progresiva de siRNA en el interior de las células gracias a la biodegradación 

de las capas de PLL por las proteasas citoplasmáticas. Específicamente, la fluorescencia 

permanece apenas constante dentro de las primeras 24 horas para ambos tipos de 

nanopartículas con intensidades de fluorescencia comprendidas entre el 20 y 35% para 

los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA, 

respectivamente. A tiempos más largos, la fluorescencia disminuye y aumenta 
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posteriormente después de 72 horas de incubación. La disminución de la fluorescencia 

observada podría originarse a partir de un nuevo ciclo de división celular, en el que las 

nuevas células no presentan fluorescencia FTIC (las células muertas se descartaron en 

lavados de células); así, el porcentaje total de células con fluorescencia disminuye. A la 

inversa, con Lipofectamine RNAiMAX la mayor parte del siRNA se internaliza dentro de 

las primeras 24 horas, pero también se observa una disminución similar a las 48 horas y 

un aumento posterior a las 72 horas. 

Por otro lado, las señales de fluorescencia dentro de las células son ligeramente mayores 

en presencia de irradiación con luz NIR, particularmente a tiempos de incubación más 

largos tal y como se observa en la Figura 7, gracias a la combinación de los mecanismos 

de liberación activados por enzimas e inducidos luz NIR. 

 

2.5.12 Actividad de silenciamiento del gen GFP.  

La funcionalidad del siRNA transfectado para silenciar la expresión de un gen objetivo se 

probó utilizando GNRs modificados mediante LbL como nanotransportadores para 

siRNA. Para analizar la actividad terapéutica del siRNA se usaron células HeLa que 

expresan la proteína fluorescente verde (HeLa-GFP) como modelo in vitro y se encapsuló 

en los distintos tipos de GNRs un siRNA contra la expresión de GFP. La actividad de 

silenciamiento génico se analizó cualitativamente y cuantitativamente mediante 

microscopía de fluorescencia y citometría de flujo, respectivamente, después de 72 horas 

de incubación en ausencia y presencia de irradiación con luz NIR (808 nm, 0,5 W/cm2 

durante 5 min). 

A partir de las imágenes de microscopía de fluorescencia (Figura 8), observamos que los 

niveles de fluorescencia de las células HeLa-GFP disminuyen progresivamente de 6 a 

72 horas de incubación. La actividad de la inhibición de la señal de fluorescencia es 

mayor para GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA2/HA en comparación con los 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA como consecuencia de las mayores cantidades de 

material genético encapsulado y posteriormente liberado.  
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Figura 7. Transfección de siRNA en células HeLa utilizando Lipofectamine RNAiMAX (amarillo), GNRs 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA (verde claro) y GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA (verde 

oscuro) después de incubación durante 6, 12, 24, 48 y 72 horas en ausencia y presencia de irradiación 

con luz NIR (láser de onda continua 808 nm, 0,5 W/cm2 durante 5 min). Las líneas punteadas y 

discontinuas son solo para guiar el ojo. En ausencia de GNRs, las células exhiben  un porcentaje de 

autofñluorescencia inferior al 8%. 

 

 
Además, se observa una mayor actividad de silenciamiento de las nanoestructuras 

híbridas en comparación con la del control positivo de lipofectamina. Cuando las células 

se irradian con luz, la fluorescencia celular se reduce considerablemente después de 48 

horas de incubación para los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA, y la caída se prolonga adicionalmente. Como se mencionó 

anteriormente, la irradiación con láser mejora la liberación de siRNA y la extinción de la 

fluorescencia celular observada, lo que confirma la idea de que la irradiación con luz NIR 

no afecta su funcionalidad. 

Un análisis cuantitativo de la actividad de silenciamiento se realizó adicionalmente por 

citometría de flujo. La actividad de silenciamiento del gen se determinó midiendo la 

inhibición (en porcentaje medio) de la autofluorescencia celular. De esta manera, el 

control positivo (100%) se consideró la intensidad de fluorescencia de las células HeLa 

modificadas con GFP en ausencia de nanopartículas, y las células HeLa normales se 

consideraron como el control negativo. Además, se utilizó Lipofectamine RNAiMAX como 

control positivo adicional para la actividad de silenciamiento. 
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Figura 8. Inhibición de la fluorescencia de células HeLa-GFP (analizada por microscopía de fluorescencia) 

empleando GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA (monocapa) y (PSS/PLL/siRNA)2/HA (bicapa) en 

ausencia y presencia de luz NIR irradiación (0,5 W/cm2 durante 5 min, 808 nm). Se utilizó lipofectamina 

RNAiMAX como control positivo. En las imágenes, se muestra la transmisión de campo claro, la 

fluorescencia de GFP (canal verde) y las imágenes fusionadas. La barra de la escala representa 1 µm. 

 

 

La Figura 9 muestra que se obtiene una actividad de inhibición de GFP del 60, 40 y 35% 

utilizando Lipofectamine, GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA y GNRs 

recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA después de 6 h de incubación, respectivamente. A 

las 12 y 24 horas el silenciamiento logrado por ambas clases de GNRs se vuelve similar 

a del control de Lipofectamine, mientras que, a incubaciones más largas, la actividad de 



43 
 

silenciamiento de los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA aumenta aún más, 

hasta alcanzar el 93% después de 72 horas. Estos resultados concuerdan con la mayor 

capacidad de estas nanopartículas híbridas para transportar grandes cantidades de 

siRNA, mientras se asegura su liberación sostenida. Además, la actividad de 

silenciamiento de las GNR recubiertas con PSS/PLL/siRNA/HA también es mayor (85%) 

que la del control de lipofectamina (aprox. 70%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de silenciamiento de proteína fluorescente verde (GFP) en células HeLa-GFP usando 

Lipofectamine RNAiMAX, GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA, y GNRs recubiertos con 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA durante 72 h en presencia y ausencia de irradiación con luz NIR a 0,5 W/cm2 (luz 

láser de onda continua a 808 nm). Se usaron células HeLa no modificadas como control negativo y HeLa-

GFP como control positivo. Las líneas son sólo para guiar el ojo. 

 

 

Cuando se aplica la irradiación con luz NIR sobre los GNRs recubiertos con 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA y con PSS/PLL/siRNA/HA estos muestran actividades de 

silenciamiento similares a las de la Lipofectamine (aprox. 50-60%), pero más grandes 

que en ausencia de irradiación con luz NIR. Este comportamiento también está en 

consonancia con la liberación mejorada del siRNA inducida por la luz en las 

nanopartículas híbridas y el mantenimiento de su funcionalidad, como se mencionó 

anteriormente. 

A tiempos de incubación prolongados (48 y 72 horas), los niveles de fluorescencia para 
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los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA son más bajos que los obtenidos en 

ausencia de irradiación NIR, lo que confirma la liberación más rápida del siRNA para las 

partículas bajo iluminación. En cualquier caso, los niveles de fluorescencia están por 

debajo del 5% para ambos tipos de nanopartículas. 

En resumen, los resultados preentados sugieren que los GNRs recubiertos con 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA son más efectivos que los recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA 

para el silenciamiento de genes in vitro. Por lo tanto, se prevé para un futuro la posibilidad 

de incorporar varios siRNA dirigidos a diferentes genes o al mismo gen con diferentes 

secuencias en las presentes nanopartículas híbridas de múltiples capas para buscar un 

efecto silenciador génico de carácter sinérgico [67]. 
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CONCLUSIONES 
 

En este trabajo, se desarrollaron GNRs como nanoagentes efectivos para el transporte 

y suministro de siRNA al interior de las células. Estos GNRs se funcionalizaron por medio 

de la técnica de ensamablaje LbL con PSS (la capa aniónica), PLL (la capa catiónica), 

siRNA, y una capa final de HA externa que actúa simultáneamente como un 

recubrimiento estabilizante y un agente de direccionamiento para unir las nanopartículas 

híbridas a los receptores CD44 sobre-expresados en la superficie de diferentes tipos de 

células cancerosas. Se pudieron formar capas de siRNA simples y duales dentro de las 

recubrimientos formados por los polielectrólitos ensamblados en la superficie de los 

GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y con (PSS/PLL/siRNA)2/HA, 

respectivamente. Se observó que las temperaturas más altas permiten una mejor 

incorporación del material genético en el revestimiento de la superficie ensamblada, 

como se indica por los valores más grandes de EE y LC. 

La liberación del siRNA pudo controlarse mediante activadores internos (enzimas) y 

externos (luz NIR) mediante la biodegradabilidad de PLL asistida por proteasas y la 

modulación inducida por la luz de las interacciones de los polielectrólitos, así como 

mediante el diseño de la nanoplataforma. A este respecto, se observó que la irradiación 

de luz permite velocidades de liberación más rápidas que las asistidas por proteasas, y 

cuanto mayor sea el número de capas de polielectrólitos ensamblados menor será la 

liberación. 

No se detectó una citotoxicidad celular significativa de las nanoplataformas híbridas en 

ausencia de irradiación de luz, y aumentando esta a medida que lo hizo la intensidad de 

la irradiación. Además, los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA mostraron una 

menor toxicidad celular inducida por fototermia, ya que más capas de polielectrólitos 

reducen la eficiencia de la trasformación de luz en calor. 

Se investigó también la capacidad de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA y 

(PSS/PLL/siRNA)2/HA para ingresar a las células, administrar la carga y silenciar la 

expresión del gen de interés mediante microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. 

Los datos obtenidos indicaron que las nanopartículas híbridas se pueden internalizar 

dentro de las células sin requerir agentes de transfección adicionales, y una vez dentro 



46 
 

se puede liberar el siRNA de las partículas a demanda al menos durante 72 horas. Esto 

fue corroborado por la caída en la fluorescencia en células HeLa modificadas con GFP. 

No se observaron diferencias en el silenciamiento génico cuando se irradiaron las células 

con luz láser NIR. Finalmente, los GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA lograron 

el mejor efecto de silenciamiento como consecuencia de llevar una mayor concentración 

de siRNA y proporcionar una liberación de carga más sostenida. 
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Nanopartículas de quitosano 
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INTRODUCCIÓN 
En comparación con la terapia génica convencional basada en el ácido 

desoxirribonucleico (ADN), el uso del ácido ribonucleico de interferencia corto (siRNA) 

para silenciar los genes mediante la interferencia del ARN (iRNA) ha atraído mucha 

atención recientemente [1]. Este es un proceso biológico en el que las moléculas de 

siRNA interfieren en la expresión de genes específicos al degradar el ARN mensajero 

(mRNA) después de la transcripción; esto evita su traducción y, posteriormente, conduce 

al silenciamiento génico. Tras la introducción en las células, el siRNA se une a un 

complejo de nucleasas denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN 

(RISC). Dentro del RISC, el siRNA se desenrolla para formar un siRNA de cadena simple, 

donde una cadena se integra como una plantilla dentro del complejo RISC para 

reconocer cadenas de mRNA complementarias. Después de la segmentación de la doble 

hebra de siRNA, las ribonucleasas (RNAsas) se activan induciendo la ruptura de la hebra 

del mRNA y la supresión subsiguiente de la expresión del gen/proteína asociada a la 

codificación del mRNA [2,3]. La hebra del mRNA no incorporado se elimina durante el 

proceso de ensamblaje del siRNA y, probablemente, se degrada posteriormente [4]. El 

ARN de interferencia es ventajoso sobre otras terapias debido a su especificidad y nula 

citotoxicidad [3]. Además, ya se ha demostrado la administración efectiva de siRNA’s 

sintéticos in vivo y la posterior disminución en la expresión de una diana endógena 

particular sin efectos secundarios indeseables [5]. Gracias a su selectividad y potencial, 

la interferencia de ARN se está convirtiendo en un enfoque muy atractivo para futuras 

terapias con el fin de proporcionar un silenciamiento específico de la expresión génica y 

el control posterior de los trastornos genéticos. 

Sin embargo, para lograr una acción eficiente y un uso generalizado de las terapias de 

siRNA, primero se deben superar varios desafíos importantes como: i) el logro de una 

concentración óptima de las cadenas dobles de oligonucleótidos dentro de los 

citoplasmas celulares para inducir un silenciamiento génico efectivo y de larga duración; 

ii) la protección del siRNA contra la degradación por las nucleasas séricas después de la 

administración que conduce a una mejora de la vida media del siRNA al interior de las 

células; 6 iii) la imposibilidad de que las cadenas del siRNA se difundan a través de las 

membranas celulares por su tamaño y carácter aniónico, este último involucra fuertes 
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interacciones electrostáticas repulsivas con las membranas celulares [7]. Por lo tanto, la 

administración eficiente, segura y constante de los siRNA depende en gran medida del 

desarrollo de nanosistemas adecuados para su transporte y entrega controlados [8]. Un 

vehículo ideal para el transporte y la entrega de siRNA debe entonces cumplir los 

siguientes requisitos: I) ser capaz de unir y condensar hebras de siRNA dentro del 

nanovehículo; II) proteger esta carga terapéutica de la degradación de las enzimas 

presentes en el suero y líquido intercelular; III) orientar el siRNA específicamente al sitio 

de acción; IV) para facilitar/mejorar la captación celular y la internalización del material 

bioactivo; V) permitir el escape del siRNA de los endosomas/lisosomas hacia el citosol, 

y finalmente, VI) promover un silenciamiento efectivo y una posterior inhibición del 

gen/proteína de interés. 

Estudios anteriores han demostrado que el quitosano es un biomaterial portador muy 

prometedor para el suministro de ARN con el fin de lograr una expresión efectiva de los 

genes reporteros in vitro e in vivo, destacando el uso potencial del quitosano como 

constituyente principal de los nanotransportadores para el suministro de siRNA. Para 

establecer su efectividad, es clave determinar la influencia de los parámetros de la 

formulación en el rendimiento físico y biológico de los complejos formados de quitosano-

siRNA para una respuesta terapéutica efectiva y para garantizar la protección correcta 

de siRNA a la degradación enzimática. Por ejemplo, Liu et al. analizaron el silenciamiento 

de genes in vitro con nanopartículas de quitosano-siRNA para dilucidar que este 

fenómeno depende en gran medida del peso molecular (Mw) y del grado de 

desacetilación (DD) del biopolímero [9]. Katas et al. Mostraron que la eficacia de la 

transfección del siRNA depende del método de la asociación del siRNA con el quitosano, 

siendo la gelificación iónica la mejor metodología para proporcionar el mayor efecto 

biológico [10]. Un notable estudio in vivo desarrollado por Howard et al. también demostró 

la eficacia de las nanopartículas de quitosano encapsulando siRNA, administradas por 

vía nasal en ratones transgénicos que sobre expresan la proteína fluorescente verde 

(GFP), en la que se logró una importante reducción de la expresión de dicha proteína 

[11]. 
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Recientemente, estudios adicionales han investigado el papel que desempeña la 

hidrofobicidad del quitosano, la proporción de nitrógeno a fosfato (N/P) durante el 

proceso de gelificación iónica, el tamaño de las partículas y la dirección mediante 

ligandos para la mejora de la eficiencia de la transfección y el silenciamiento de genes 

específicos. Por ejemplo, la combinación de dímeros de ARN de bacteriófagos (pRNA) 

con nanopartículas de quitosano modificados con polietilenglicol (PEG) y funcionalizados 

con folato dio lugar a un sistema de administración de siRNA dirigido a tumores con una 

acumulación de carga mucho mayor en el tejido diana in vivo [12]. 

Sin embargo, las nanopartículas para la administración de siRNA basadas en quitosano 

tienen sus propias limitaciones. Uno de los principales inconvenientes es su baja 

solubilidad en agua a pH fisiológico, lo que puede impedir su exitosa administración in 

vivo. Vale la pena recordar que, a un pH fisiológico, el número de grupos amino cargados 

positivamente disponibles en el esqueleto de quitosano se reduce en gran medida, lo 

que puede impedir el acomplejamiento electrostático del siRNA e impedir la estabilidad 

de las partículas in vivo. Además, la eficiencia de transfección del quitosano nativo 

todavía está lejos de ser óptima, se han logrado niveles de liberación intracelular de 

siRNA in vivo insuficientes [13]. Este problema puede originarse en las proteínas séricas 

(albúmina, fibrinógeno) que pueden causar la agregación de partículas, lo que favorece 

la probabilidad de sufrir embolia y/o citotoxicidad aumentada. Además, los componentes 

sanguíneos cargados negativamente, principalmente proteínas, pueden competir con el 

siRNA para unirse al biopolímero catiónico y, por lo tanto, las partículas pueden 

disociarse en el torrente sanguíneo, dando como resultado una liberación prematura del 

siRNA seguida de su degradación y/o depuración renal [14]. Por lo tanto, la modificación 

química del quitosano aparece como una forma interesante de proporcionar nuevas 

características físico-químicas a la biomolécula de quitosano para superar estas 

dificultades. 

Las cadenas de quitosano tienen tres sitios reactivos para su modificación química: dos 

grupos hidroxilo y una amina primaria dentro de las unidades de glucosamina, que 

pueden modificarse químicamente para superar las barreras para la entrega de genes: 

sin embargo, para la unión de los ácidos nucleicos, esta última debe mantenerse.  
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De esta manera, varios derivados de quitosano han surgido de manera interesante como 

alternativas potencialmente para la administración de siRNA, como quitosanos 

modificados con grupos trimetil- [15], grupos tiol- [16], grupos glicol- [17], grupos 

PEGilados [18,19], gurpos guanidinil- [20] o cadenas alquílicas [21]. Todas estas 

modificaciones dieron como resultado una solubilidad y estabilidad mejoradas de las 

partículas, mayores eficiencias de transfección e/o independencia del pH. Entre estas, la 

modificación hidrófoba del esqueleto de biopolímero parece particularmente interesante 

ya que ha demostrado un gran potencial para mejorar el rendimiento de los nanovectores 

genéticos. Por ejemplo, se encontró que la eficiencia de la transfección de siRNA en 

líneas celulares C2C12 que usan quitosanos alquilados con diferentes longitudes de 

cadena lateral aumenta a medida que la longitud de la cadena de alquilo aumenta hasta 

aproximadamente ocho de carbonos de longitud [22]. Esta mayor transfección dotada 

por quitosanos alquilados podría asignarse, por un lado, al acomplejamiento del 

quitosano con el siRNA mejorado por el debilitamiento inducido por la hidrofobicidad de 

las atracciones electrostáticas entre el siRNA y el biopolímero catiónico y, por el otro, a 

la mayor absorción del nanovector a través de los dominios hidrófobos de las membranas 

celulares [22, 23]. 

El presente trabajo describe la obtención mediante el método de gelificación iónica de 

diferentes nanovectores de quitosanos modificados con cadenas de alquilo y el papel 

desempeñado por la longitud de la cadena lateral alifática y el grado de sustitución en la 

carga, protección, estabilidad, perfiles de liberación, transfección y eficiencias de 

silenciamiento del siRNA para la construcción de portadores de genes adecuados. En 

particular, las cadenas laterales alifáticas de diferente longitud (octilo, decilo y dodecilo) 

se injertaron en diferentes extensiones en el esqueleto del polímero para lograr varios 

grados de sustitución. Estos quitosanos modificados se utilizaron para obtener 

nanopartículas de quitosano-siRNA, (denominadas de ahora en adelante como CSNP), 

mediante el proceso de gelificación iónica. Se observó que la incorporación de siRNA 

dentro de las nanopartículas se debía a una combinación de fuerzas electrostáticas, de 

hidrógeno e hidrófobas, como lo demuestran los experimentos de titulación isotérmica. 

Esta incorporación también condujo a cambios adicionales tanto en el tamaño de las 

partículas como en las cargas superficiales. A este respecto, las CSNP no modificados 
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mostraron, en general, tamaños más voluminosos que las contrapartes sin carga de 

material genético y no derivadas, (denominadas CNP) correspondientes, mientras que 

se encontró una tendencia opuesta para las CSNP modificados. Las modificaciones 

hidrófobas mejoraron la carga de siRNA y la eficiencia de encapsulamiento dentro de las 

partículas, brindando una mayor protección contra el medio circundante, así como un 

control adicional sobre la cinética de liberación de la carga al reducir la fase de “estallido” 

inicial de siRNA mientras se mantiene una entrega sostenida durante más tiempo. Se 

observó que las CSNP modificadas hidrofóbicamente eran bastante estables en medios 

fisiológicos relevantes, con un ligero agrupamiento después de una larga incubación. 

Para probar la citotoxicidad, la eficiencia de transfección y la actividad de silenciamiento 

de las nanopartículas, también se realizaron una serie de experimentos in vitro en células 

HeLa de cáncer cervical y macrófagos RAW 264.7, con una mirada adicional a las 

posibles diferencias de toxicidad y eficiencia de transfección según el tipo de célula y 

fisiología [24]. Las células HeLa fueron más sensibles que los macrófagos a la presencia 

de CSNPs modificadas hidrofóbicamente de una manera dependiente de la dosis. De 

manera impresionante, las CSNP, formadas con los quitosanos hidrofobizado, 

administraron el siRNA dentro del citoplasma celular en mayor medida que sus 

contrapartes no modificadas gracias a su mayor capacidad de internalización celular. 

Posteriormente, estas CSNPs modificadas exhibieron un silenciamiento génico efectivo 

al inhibir la expresión de GFP sobre expresada en células HeLa modificadas, siendo 

ligeramente mayor que la de Lipofectamine 2000, un agente de transfección utilizado 

ampliamente para la introducción de material genético en células. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Se utilizó quitosano con un peso molecular promedio de 415000 g/mol y 90% de grado 

de desacetilación (Fluka, grado de viscosidad media). Se utilizaron quitosanos de grado 

de viscosidad baja y alta, también de Fluka, para comparación. El cianohidroborato de 

sodio (NaCNBH4), los aldehídos de octilo, decilo y dodecilo, y el tripolifosfato de 

pentasodio (TPP) se adquirieron en Sigma (Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) Y se utilizaron 

como se recibieron. Se utilizó la sonda oligo fluorescente de control BLOCK-iT ™ de 

Invitrogen (Carlsbad, MA, EE. UU.). Este oligómero de ARN de doble cadena marcado 

con fluoresceína tiene la misma longitud, carga eléctrica y estructura que el siRNA 

estándar. El agua destilada ultra pura exenta de DNAsas/RNAsas fue de Gibco (Life 

Technologies, EE. UU.). Todos los disolventes orgánicos fueron de grado HPLC y todos 

los demás productos químicos fueron de la mayor pureza comercialmente disponible. 

 

3.1.1 Síntesis y caracterización de derivados del quitosano.  

Los derivados de quitosano se obtuvieron mediante un proceso de aminación reductora 

[25-27] (ver Esquema 1). Como se describió anteriormente, la reacción de alquilación 

implicó el injerto de cadenas laterales de alquilo de 8, 10 y 12 carbonos en el esqueleto 

de quitosán [25,28]. Brevemente, se disolvieron 2 g de quitosano en 110 ml de ácido 

acético 0,2 M. Después de la disolución, se agregaron 75 ml de etanol y se ajustó el pH 

a 5.1 para evitar la precipitación del biopolímero. Se añadieron diferentes proporciones 

de aldehído (5,10, o 50% cuando correspondía) diluidas en etanol a la solución de 

quitosano, seguido de un exceso triple molar de cianohidroborato de sodio. A 

continuación, se dejó que la reacción procediera bajo agitación durante 24 horas a 

temperatura ambiente. El quitosano alquilado se precipitó con etanol, el pH se ajustó a 7 

y, a continuación, el precipitado se lavó varias veces en mezclas de etanol/agua con un 

contenido creciente de etanol de 70 al 100% (v/v). El grado de sustitución de quitosano 

se determinó mediante resonancia magnética nuclear 1H (1H RMN) utilizando un 

instrumento Bruker® (XRD-500) que funciona a 500 MHz y 11.74 T. Las muestras se 

prepararon disolviendo 5 mg de los diferentes quitosanos modificados en 0,5 ml de una 

mezcla de DCl/D2O al 2% (v/v) a pH 3,2. 
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3.1.2 Preparación de nanopartículas de quitosano.  

Las nanopartículas de quitosano (CNP) y quitosano-siRNA (CSNP) se prepararon 

mediante gelificación iónica a través de la reticulación de las cadenas de TPP y 

quitosano, como se describió anteriormente, [29] con algunas modificaciones. En 

resumen, se preparó una solución 1 mg/ml de quitosano en ácido acético 0,2 M (pH 4,2) 

y se agitó durante la noche a temperatura ambiente. Después, se disolvieron 0,5 mg de 

TPP en 0,75 ml de agua libre de RNAsas y se agregó directamente en la solución de 

quitosano con agitación constante. Para la producción de CSNPs, se disolvió una 

cantidad específica de siRNA en 0,75 ml de solución de TPP antes de su adición gota a 

gota sobre la solución de quitosano. La agitación magnética se mantuvo a 700 rpm a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. Las nanopartículas sintetizadas (NP) se 

centrifugaron a 15000 rpm durante 20 minutos y se resuspendieron agua destilada libre 

de RNAsas. Finalmente, las muestras de partículas se filtraron (filtros Millipore Millex, 

tamaño de poro de 0,45 µm) y se almacenaron a 4 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Esquema del proceso de reacción de alquilación para la derivatización del esqueleto de 

quitosano. 
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CARACTERIZACIÓN FÍSICO-QUÍMICA 

3.2.1 Dispersión dinámica de la luz.  

Las mediciones de dispersión de luz dinámica (DLS) se realizaron utilizando un 

instrumento SLS/DLS (ALV-5000F, ALV-GmbH, Alemania) equipado con un láser de 

estado sólido Nd:YAG (Coherent Inc., CA, EE. UU.) Que suministra luz verticalmente 

polarizada ( = 488 nm) y un correlador digital ALV SP-86. Las mediciones se realizaron 

con un ángulo de dispersión de 90° al haz incidente con una duración de 2-5 min. Previo 

a la medición, las muestras se filtraron y se equilibraron térmicamente durante 10 min. 

La escala de intensidad se calibró contra la dispersión del tolueno y cada medición se 

repitió al menos tres veces. Las funciones de correlación obtenidas se analizaron 

mediante el método CONTIN [30]. Los valores del radio hidrodinámico aparente (RH) se 

calcularon a partir de la ecuación de Stokes-Einstein: 

RH = kT/6D 

(1) 

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura,  la viscosidad de la disolución 

y D el coeficiente de difusión de las partículas en disolución diluida. Las medidas se 

realizaron por triplicado, con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y 

promediadas. 

3.2.2 Movilidad electroforética.  

El potencial zeta de las nanoplataformas preparadas fue determinado por velocimetría 

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las 

nanopartículas fueron suspendidas en agua y las medidas se llevaron a cabo a 25ºC. 

Se realizaron tres medidas independientes y los resultados se muestran como la media 

± desviación estándar. El instrumento midió la movilidad electroforética de las 

partículas y la convirtió al potencial zeta utilizando la expresión clásica de 

Smoluchowski: 

 

(2) 
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donde ,  y  denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el 

potencial zeta de las partículas y la viscosidad del medio, respectivamente.  

3.2.3 Microscopía electrónica de transmisión (TEM).  

Para obtener imágenes de TEM, se aplicó una gota de 5 µL de nanopartículas CNP y 

CSNP sobre las rejillas de cobre recubiertas con carbono, se secó, se lavó, se tiñó 

negativamente con una solución 2% (p / v) de ácido fosfotústico, se secó al aire y se 

examinó con una Microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM 1011 (Japón) a 120 

kV. Las muestras se diluyeron, cuando fue necesario, antes de depositarlas en las 

rejillas.  

3.2.4 Análisis cuantitativo de siRNA en CSNPs.  

Para determinar la eficiencia de encapsulación (EE) y la capacidad de carga (LC) de las 

nanopartículas obtenidas, las CSNP se centrifugaron a 15000 rpm a 20 ºC durante 20 

min. A continuación, se determinó la concentración de siRNA en el sobrenadante 

mediante espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia utilizando el sobrenadante de las 

CNP como blanco. Los espectros de UV-Vis se realizaron a 260 nm restando la 

contribución potencial a 280 nm de pequeños residuos de proteínas en los medios de 

solución. Los espectros de fluorescencia se adquirieron estableciendo λex = 494 nm y 

λem = 519 nm. Los espectros UV-Vis se midieron utilizando un espectrofotómetro Cary 

Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies, EE. UU.), Mientras que los de fluorescencia se 

adquirieron en un espectrofotómetro Cary Eclipse (Agilent Technologies, EE. UU.). Cada 

muestra se midió por triplicado a partir de tres lotes de partículas diferentes y se 

promediaron los resultados finales. Las EE y LC se calcularon mediante las siguientes 

expresiones: 

 

   E.E. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100         (3a) 

 

   L.C. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100         (3b) 
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3.2.5 Ensayo de eficacia de unión.  

Se usó electroforesis en gel de agarosa para determinar la unión exitosa de siRNA al 

quitosano. Los diferentes nanovectores basados en quitosanos modificados que 

encapsulan una carga inicial de 150 pmol de siRNA se cargaron en cada pocillo (20 µL). 

Los experimentos de electroforesis en gel se realizaron a un voltaje constante de 150 V 

durante 30 minutos usando geles de agarosa al 2%. El siRNA se tiñó con SYBR Green I 

(Life Technologies, ThermoFisher Scientific, EE. UU.) en una dilución 1: 10000 en buffer 

TE (Tris · HCl 10 mM, pH, EDTA sódico 1 mM) durante 15 min. Se utilizó un 

transiluminador en tiempo real E-Gel® Safe Imager ™ y un sistema de energía E-Gel® 

iBase ™ (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EE. UU.) Para visualizar las muestras. Las 

fotografías fueron tomadas con una cámara CANON IXUS 155. 

3.2.6 Ensayo de estabilidad de siRNA en medio de cultivo.  

Siguiendo un protocolo previamente informado [10], se incubaron CSNP cargados con 

150 pmol de siRNA a 37°C en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) 

suplementado con 5% y 50% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) a diferentes tiempos (0, 

0.5, 2, 4, 7, 24, 48 y 72 h), se retiraron 100 μL de cada solución de partículas y se 

almacenaron a -20°C hasta que se realizó la electroforesis en gel. Para llevar a cabo los 

experimentos, primero se detuvo la actividad del medio de cultivo, para hacer esto, se 

incubaron muestras a 80°C durante 10 minutos y luego se agregaron 5 μL de heparina 

(1000 U/mL) para desplazar el siRNA de las CSNP. El análisis de la integridad de siRNA 

se llevó a cabo utilizando un gel de agarosa al 4%, utilizando el método que se describió 

anteriormente. 

3.2.7 Calorimetría de titulación isotérmica (ITC).  

Las interacciones y la unión entre el siRNA y los diferentes quitosanos modificados se 

analizaron utilizando un microcalorímetro de titulación VP-ITC (MicroCal Inc., 

Northampton, MA, EE. UU.) A 25 ºC. La muestra y las celdas de referencia del 

calorímetro se llenaron con quitosano (1,06 µM, en buffer de acetato 10 mM, pH 4,8) y 

soluciones de buffer puro, respectivamente. A continuación, la solución aniónica que 

contenía siRNA (2 µM) y TPP (2,88 mM) disuelta en agua destilada libre de RNAasas se 

introdujo en la celda de la muestra termostatizada utilizando una jeringa controlada por 

computadora y se agitó a 350 rpm. Cada experimento consistió en una inyección inicial 
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de 2 µL (despreciada en el análisis) seguida de otras 27 inyecciones de 10 µL con un 

tiempo de espaciado de 600 segundos, tiempo suficiente para que la señal de calor 

regrese a la línea de base. Las gráficas de ITC representan los calores de inyección 

normalizados por la concentración de siRNA agregada por inyección, Q*, en función de 

la relación molar siRNA/quitosano. Los calores de dilución correspondientes a la 

titulación de la solución aniónica en buffer de acetato puro se restaron para obtener los 

calores de unión netos. Todos los experimentos se realizaron tres veces. 

Los datos de ITC sin procesar se analizaron como se describió anteriormente [31, 32]. 

Brevemente, las isotermas de unión se ajustaron a un modelo de dos sitios de unión que 

hace uso del equilibrio de unión de la isoterma de Langmuir para dos tipos de asociación 

independientes: 

Q = M ·V ·(n1 ·θ1· ΔH1 + n2 ·θ2· ΔH2)      (4a) 

 

donde Q es el calor por inyección, M la concentración de macromolécula (en este caso, 

siRNA), V el volumen de la celda, n y ΔH son la estequiometría y la entalpía de las 

interacciones, respectivamente,  la fracción de ligando unido a la macromolécula y los 

subíndices 1 y 2 representan los dos conjuntos de sitios. 

Usando un algoritmo de ajuste no lineal, la ecuación anterior se puede resolver para θ1 

y θ2 usando las ecuaciones de equilibrio para unir las constantes K1 y K2 como: 

𝛫1 =
θ1

(1 − θ1)[X]
 ,    𝛫2 =

θ2

(1 − θ2)[𝑋]
     

[𝑋] = 𝑋 − M( n1  · θ1 + n2  · θ2) 

(4b) 

siendo X la concentración total de ligando y [X] la concentración de ligando libre 

(quitosano). 
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3.2.8 Estabilidad coloidal.  

La estabilidad coloidal de las CNP y los CSNP se evaluó mediante la dilución de las 

partículas (1/50) a 37 ºC en diferentes condiciones de solución (soluciones acuosas de 

diferentes pH que varían de 3 a 9; medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 

complementado con FBS al 10%, y libre de agua RNAsas) [10] y agitación moderada 

durante 5 días. El potencial zeta y los tamaños hidrodinámicos se adquirieron utilizando 

un Zetasizer Nano ZS-90 (Malvern Instruments, Reino Unido). Los experimentos se 

realizaron por triplicado. 

3.2.9 Estudios de liberación in vitro.  

La liberación del siRNA de las CSNP se midió in vitro a una temperatura constante de 37 

ºC con agitación magnética (300 rpm) durante varios días a tres pH diferentes (7.4, 5.0 

simulando el microentorno ácido del citoplasma [33], y pH 2.0, que se encuentran en el 

rango de pH gástrico) [34]. La concentración de sirNA liberada se determinó a diferentes 

intervalos de tiempo para cada pH de la solución al colocar 1 mL de las CSNP en tubos 

de diálisis (SpectraPore®, MWCO 3500, SpectraLab, EE. UU.) sumergidos en 50 mL de 

buffer de fosfatos complementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) a el pH de 

interés. En cada tiempo de muestreo, se retiró 1 mL del medio y se reemplazó con el 

mismo volumen de buffer de fosfatos fresco para mantener las condiciones de 

hundimiento requeridas. El contenido de siRNA en el sobrenadante se midió mediante 

espectroscopias de UV-Vis y de fluorescencia utilizando curvas de calibración en los 

correspondientes buffers, como se describió anteriormente. Los ensayos se realizaron 

por triplicado. 

ENSAYOS CELULARES 

3.3.1 Cultivo de células.  

Se cultivaron células de cáncer cervical HeLa y células HeLa modificadas con proteína 

verde fluorescente (GFP) (Cell Biolabs, San Diego, CA) en condiciones de cultivo 

estándar (5% de CO2 a 37 ºC) en DMEM complementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM 

L- glutamina, 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, piruvato de sodio 1 mM y MEM 0.1 

mM (NEAA). Los macrófagos RAW 264.7 se cultivaron en medio mixto 50:50 DMEM/F12-

Ham suplementado con FBS al 10% (v/v), L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 2 
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mM, piruvato sódico 1 mM, y aminoácidos no esenciales (NEAA) 0,1 mM a (37 °C, 5% 

CO2, en atmósfera humidificada). 

3.3.2 Citotoxicidad celular in vitro.  

La citotoxicidad de las CSNP se analizó in vitro utilizando el ensayo de citotoxicidad CCK-

8. Se sembraron células de cáncer cervical HeLa y macrófagos RAW 264.7 en una 

confluencia de 80-90% en placas de 96 pocillos (100 μL, 1.5·104 células/pocillo) y se 

cultivaron durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. Después de 24 h, se 

inyectaron 100 μL de nanopartículas CNP y CSNP diluidas en los medios de cultivo 

celular correspondientes en los pocillos y se incubaron durante 24 h y 48 h, 

respectivamente. Algunas células se transfectaron con oligo fluorescente de control de 

siRNA BLOCK-iT ™ 1 mM (Invitrogen) utilizando Lipofectamine 2000 como control 

positivo (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) Siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Algunos pozos también se dejaron sin nanopartículas como control negativo 

(blanco). Después del tiempo de incubación correspondiente, el medio de cultivo se 

desechó, las células se lavaron con PBS 10 mM, pH 7,4 varias veces, y se añadió un 

medio de cultivo nuevo (90 μL). A continuación, se inyectaron 10 μL de reactivo CCK-8 

en cada pocillo. Después de 2 h, la absorción a 450 nm se midió con un lector de 

absorbancia de microplacas UV-vis (Bio-Rad modelo 689, EE. UU.). La viabilidad celular, 

CV, la tasa de supervivencia, se calculó como sigue: 

 

C.V (%) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
 x 100 

  (5) 

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con 

nanopartículas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin 

nanopartículas.  

3.3.3 Captación celular y silenciamiento génico por microscopía de fluorescencia.  

La internalización celular de las CSNPs se monitorizó mediante microscopía confocal 

sembrando células HeLa, HeLa-GFP y RAW 264.7 en cubreobjetos de vidrio recubiertos 

con poli-L-lisina (12×12 mm2) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 mL, 5·104 
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células por pozo) crecidas durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. Luego, 

se agregaron 250 µL correspondientes a 0.5 mg de nanopartículas que contienen 

alrededor de 37 pmol de siRNA.  

Después de la incubación, las células que contenían nanopartículas se lavaron tres 

veces con PBS pH 7,4 y, a continuación, se fijaron con paraformaldehído al 4% (w/v) 

durante 10 minutos, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con 0,2% (w/v) de Triton X- 

100, y fueron teñidas con BODIPY Faloidina (Invitrogen). Posteriormente, las células se 

lavaron nuevamente con PBS, se montaron en portaobjetos de vidrio teñidos con 

ProLong Gold antifade DAPI (Invitrogen) y se mantuvieron durante 24 horas a -20 ° C. 

Las muestras se visualizaron con un objetivo 63X utilizando un microscopio de 

epifluorescencia Leica DMI6000B equipado con un sistema modular Leica AF6000 y una 

cámara DFC3665FX (Leica Microsystems GmbH, Heidelberg Mannheim, Alemania). En 

las imágenes obtenidas, el canal azul correspondió a DAPI (λex = 355 nm), el rojo a 

BODIPY Phalloidin (λex = 633 nm), y la luz transmitida se obtuvo en modo de contraste 

de interferencia diferencial (DIC). Finalmente, el canal verde correspondió a la excitación 

del oligo fluorescente siRNA dopado con FITC (Invitrogen). Se usó el mismo canal para 

la excitación a 355 nm de la proteína fluorescente verde en células HeLa-GFP. 

3.3.4 Captación celular y silenciamiento génico por citometría de flujo.  

La captación de celular del siRNA en células HeLa se cuantificó adicionalmente mediante 

citometría de flujo midiendo la fluorescencia de un oligo ds-siRNA marcado con FITC 

encapsulado en las CSNP. Se usaron células HeLa que expresan GFP para investigar 

la eficacia de silenciamiento génico de los CSNP cargados con un siRNA específico que 

inhibe la fluorescencia de la GFP (Ambion, EE. UU.). Se usaron células HeLa normales 

como control negativo y se usaron células HeLa-GFP no transfectadas como positivas. 

Se utilizó siRNA transfectado con Lipofectamine 2000 como referencia de transfección 

adicional. Las células (2·105 por pocillo) se lavaron una vez con PBS y, luego, se 

recogieron con tripsina al 0.05% / EDTA al 0.025% seguido de varios lavados a 1200 rpm 

durante 4 minutos y resuspensión en 1 mL de PBS. La eficacia del silenciamiento del 

gen se determinó mediante la recopilación de datos de fluorescencia a través de 

citometría de flujo (BD FACSAria IIu, BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). En todos los 

análisis, se adquirieron 2·105 eventos, se calificaron con un analizador FACS Aria II (BD, 
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Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) y se procesaron mediante el programa de software PC 

FACSDiva (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El recuento de células se realizó siempre 

por 106 eventos. La eficacia de la transfección se expresó como el porcentaje de 

intensidad de fluorescencia de las células recolectadas en comparación con la intensidad 

de fluorescencia total de células HeLa-GFP no transfectadas (control positivo). 
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RESULTADOS  

3.4.1 Síntesis y caracterización de derivados del quitosano.  

Los espectros de 1H-RMN de los distintos quitosanos son mostrados en la Figura 1. Los 

picos a 2.1 ppm corresponden a los protones del grupo acetilo de los monómeros de N-

Acetilglucosamina (NHCOCH3). Asimismo, las señales a 3.3 ppm y entre 3.5-4.0 ppm 

corresponden a los hidrógenos unidos al carbono C2 y a los carbonos C3, C4, C5 y C6 

del anillo glucopiranosa, respectivamente. Los picos a 4.5 y 4.8 ppm fueron asignados a 

los protones unidos al carbono C1 de los residuos de glucosamina y N-acetilglucosamina, 

respectivamente [35]. Esta asignación de picos es aplicable para todos los quitosanos. 

Sin embargo, en los quitosanos derivatizados encontramos la aparición de más picos 

característicos de la presencia de cadenas alifáticas unidas al quitosano, cadenas 

producto de la derivatización del quitosano, lo que nos demuestra que la reacción de 

sustitución fue llevada a cabo con éxito. Estas señales aparecen a 0.7 ppm, 1.2 ppm y 

1.4 ppm y fueron asignadas a los hidrógenos del grupo metilo (-NH-CH2- (CH2)6-CH3), a 

los hidrógenos del grupo metileno (NH-CH2-(CH2)6-CH3) y a los hidrógenos del carbono 

unido covalentemente al nitrógeno (NH CH2-(CH2)6-CH3), respectivamente [36, 37]. 

3.4.2 Preparación y caracterización de nanopartículas de quitosano.  

Las nanopartículas de quitosano se prepararon mediante el método de gelificación 

ionotrópica. Este procedimiento no utiliza solventes orgánicos o sonicación común a 

otros métodos de preparación, que pueden ser perjudiciales para los péptidos y las 

proteínas al alterar sus conformaciones estructurales (ver Apéndice B para más detalles). 

Para la formación de las nanopartículas, el pKa de los grupos amino de los quitosanos 

derivados utilizados aquí osciló entre 6.5 y 6.8. Por lo tanto, más del 90% de las aminas 

estaban protonadas y cargadas positivamente a pH 5.5. Los valores de pKa de los grupos 

fosfatos de siRNA fueron cercanos a cero [38], por lo que más del 99% se cargaron 

negativamente a un pH superior a 2.0. La caracterización físico-química de las 

nanopartículas de quitosano (CNP) y quitosano-siRNA (CSNP) se investigó utilizando un 

quitosano de peso molecular medio no modificado, y el mismo biopolímero derivado con 

cadenas de aldehído octil o aldehído dodecil a un de grado de sustitución de 5, 10, y 

50% en el esqueleto del polímero, a menos que se indique lo contrario. Esta elección se 

basó en los tamaños y los potenciales zeta de las nanopartículas obtenidas (ver Figura 
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S2, Apéndice B), que deberían garantizar una buena estabilidad coloidal, largos tiempos 

de circulación y una mayor acumulación pasiva en el sitio objetivo. Además, las 

nanopartículas de CNP y CSNP, también se prepararon nanopartículas basadas en un 

quitosano derivado con decil aldehído en un grado de sustitución del 10% para comparar 

el efecto de la longitud de la cadena hidrófoba con una densidad de injerto determinada 

en las propiedades físico-químicas de las partículas formadas. La nomenclatura utilizada 

para etiquetar los diferentes NP basados en quitosano se resume en la Tabla 1. 

 

Tabla 1: Nomenclatura de quitosanos derivados formando nanopartículas CNPs y CSNPs. X denota el 

peso molecular de la cadena de quitosano original, Y la longitud de la cadena hidrófoba sustituida y Z el 

grado de sustitución de la cadena de aldehído en el esqueleto de quitosano. 

 

 

 

 

 

 

Para determinar la influencia de la sustitución de las cadenas hidrófobas en el tamaño y 

la carga eléctrica de la superficie de las CNP, se tomaron datos de DLS y potencial zeta 

a 37 ºC. Además, se adquirieron imágenes de TEM para comprender mejor la morfología 

de las nanopartículas. Algunas diferencias en los potenciales zeta y en el tamaño de las 

partículas surgieron cuando se modificó el esqueleto del quitosano con diferentes 

extensiones de cadenas alifáticas de varias longitudes, como se observa en la Figura 2. 

Para las CNP que contienen quitosanos derivatizados con un grado de sustitución del 

5%, los potenciales zeta aumentaron ligeramente a medida que la longitud de la cadena 

alifática también aumentó. 
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H2+H7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Espectros de 1H-RMN de quitosano no modificado (CM) y tres quitosanos hidrófobos diferentes 

derivados con cadenas de ocho carbonos en un grado de sustitución del 5% (CM8a), 10% (QM8b) y 50% 

(CM8c), respectivamente. 

 

Por el contrario, se observó una tendencia opuesta en los grados de sustitución más 

altos. Esto puede explicarse basándose en la suposición de que, en grados de sustitución 

más bajos, las cadenas laterales no cargadas e hidrofobizadas de quitosán podrían 

haberse dispuesto preferiblemente hacia el interior de las CNP, permitiendo una 

exposición relativamente mayor de sus grupos amina cargados positivamente a la 

superficie de las partículas. En otras palabras, cuando el grado de sustitución aumentó, 

se notaron menores cargas superficiales de las CNP como consecuencia de i) el número 

de reducción de aminas protonadas en la sustitución [26,27] y/o ii) la presencia potencial 

de cadenas laterales en las superficies de las nanopartículas debido a las restricciones 

de ensamblaje, que adicionalmente cubren las cargas de la superficie catiónica. 
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Figura 2. (a) Potenciales zeta de las CNP derivatizadas con cadenas laterales de 0, 8, 10, 12 carbonos 

con 5%, 10% y 50% de grado de sustitución a 37ºC. (b) Radios hidrodinámicos de las CNP no modificados, 

derivatizadas con 8, 10 y 12 carbonos a 25ºC y 37ºC. 

 

Los tamaños promedio de las CNP no hidrofobizadas (RH = 66 nm ± 5 nm) fueron más 

pequeños que los de las nanopartículas hidrofobizadas (ver Figura 1b), que oscilaron 

entre aproximadamente 70 y 140 nm dependiendo de la longitud de la cadena lateral y 

el grado de sustitución [39]. Los segmentos hidrófobos del quitosano derivatizado de las 

CNP podrían haber apuntado hacia adentro, dando lugar a núcleos más densos y 

aumentos de tamaño. Este efecto fue más evidente para las CNP hechas de quitosano 

derivatizado con el grado más bajo de sustitución (5%), siempre que todas las cadenas 

alifáticas estuvieran ancladas en los núcleos de las nanopartículas, de acuerdo con los 

valores de potencial zeta.  
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En contraste, los tamaños de partícula generalmente disminuyeron a medida que 

aumenta el grado de sustitución, aparentemente como consecuencia de una 

compactación más fuerte de los núcleos de las CNP para evitar la exposición de sus 

cadenas laterales hidrófobas al agua, especialmente notable para aquellas que tienen 

una sustitución de una cadena de 12 carbonos. Dado que el empaquetamiento completo 

de cadenas laterales de sustitución dentro de los núcleos de partículas no es probable, 

también podría haber ocurrido un reordenamiento de algunas de estas en o cerca de las 

superficies de las nanopartículas, lo cual está de acuerdo con los datos de potencial zeta. 

Por otro lado, se observó que la longitud de la cadena alifática desempeñaba un papel 

clave en la determinación del tamaño de las nanopartículas, en particular para aquellas 

partículas que contenían quitosano derivatizado con altos grados de sustitución, que 

tenían tamaños más pequeños [25,28]. Además, se observó que los radios 

hidrodinámicos de partículas disminuían en aproximadamente 30 nm cuando la 

temperatura de la solución aumentaba de 25 a 37 ºC. Cabe mencionar que los trabajos 

anteriores han mostrado nanopartículas a base de quitosano más grandes producidas 

mediante la gelificación ionotrópica que las obtenidas en el trabajo actual [22,38,39].  

Se obtuvieron imágenes TEM de CNP (Figura 3) para los diferentes tipos de quitosanos 

derivados. La morfología de las CNP era casi esférica, especialmente para las CNP no 

modificadas, con cierta rugosidad de la superficie. Este efecto se observó más 

claramente para las CNP con sustitución de cadenas laterales de longitud corta, que 

mostraban cierta apariencia con filamentos (Figura 3d-f) en contraste con las que tenían 

las cadenas de 12 carbonos, mostrando superficies más suaves. Los tamaños medios 

de las CNP estuvieron de acuerdo con los datos obtenidos por DLS. 

3.4.3 Energética de la formación de las CSNPs.  

La capacidad de cualquier sistema de administración para evitar la disociación prematura 

y promover la liberación de carga al órgano o tejido objetivo está fuertemente relacionada 

con la afinidad de unión entre la macromolécula terapéutica y el vector seleccionado. 

Además, la adición de ARNsi junto con las moléculas de TPP durante el proceso de 

gelificación iónica ha conducido previamente a mejores actividades de silenciamiento 

génico en comparación con otros métodos para la formación de partículas/poliplejos [10]. 
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Figura 3. Imágenes de TEM de las CNP obtenidas de (a) CL, (b) CM, (c) CH, (d) C8Ma, (e) C8Mb, (f) 

C8Mc, (g) C12Ma, (h) C12Mb, y (i) quitosanos C12Mc. La nomenclatura de la muestra corresponde a la 

indicada anteriormente en la Tabla 1. 

 

Una manera efectiva de evaluar las interacciones involucradas es medir los calores 

producidos/absorbidos en dicho proceso de acomplejación y evaluar las cantidades 

termodinámicas de unión asociadas. Para este propósito, el ITC se ha convertido en una 

de las técnicas más útiles para analizar el tipo y el alcance de las interacciones que 

juegan un papel en la acomplejación del siRNA y la posterior formación de 

nanopartículas. Para determinar los calores de unión de siRNA-quitosano en presencia 

del reticulante TPP durante el proceso de formación de las nanopartículas, se llevaron a 

cabo dos series de experimentos, es decir, se titularon soluciones aniónicas que 

contenían siRNA con TPP y solo TPP (como control) en la celda de muestra que contiene 
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una solución de quitosano. Luego, se obtuvieron los calores netos de interacción entre 

el siRNA y el quitosano a lo largo del proceso de formación de las nanopartículas 

después de la sustracción de los calores derivados del experimento de control. De esta 

manera, se descuidaron de alguna manera los calores de la dilución de siRNA y las 

interacciones TPP-quitosano. La influencia de la naturaleza y el grado de sustitución en 

el esqueleto de quitosano en la energía de la formación de nanopartículas y el 

atrapamiento de siRNA también se evaluó seleccionando los siguientes tipos de 

quitosano como componentes de las nanopartículas: CM, C8Mb, C8Mc y C12Mc. 

La Figura 4 muestra los calores netos de la interacción tras la inyección de una solución 

de siRNA + TPP en soluciones de quitosano (después de que la sustracción del calor 

evolucionó después de la titulación de TPP en la misma solución de quitosano) en función 

de la relación molar de siRNA/quitosano para diferentes tipos de los quitosanos 

modificados hidrofóbicamente. Las líneas continuas representan los ajustes a los datos 

experimentales. La Tabla 2 muestra los parámetros termodinámicos derivados. De la 

Figura 4, las interacciones siRNA-quitosano se caracterizan por interacciones 

electrostáticas iniciales y enlaces de hidrógeno entre el biopolímero y el siRNA como se 

denota por los valores negativos de los calores de interacciones (Hi, donde el subíndice 

denota el sitio de unión, ver abajo). Hi aumentó progresivamente, volviéndose menos 

negativo, como lo hizo la proporción molar siRNA/quitosano. Este hallazgo es consistente 

con los reportados para otros sistemas como la proteína-fármaco [28,31,40] y los 

sistemas de polielectrolito-polielectrolito como, por ejemplo, las interacciones de 

quitosano-ADN [32]. A medida que la relación molar siRNA/quitosano aumentaba aún 

más, los calores evolucionados se volvieron positivos (alrededor de 0.02-0.04), 

dependiendo del tipo de quitosano, y luego pasaron a través de un máximo endotérmico 

para luego disminuir nuevamente. En este sentido, el aumento de los valores positivos 

de Qi puede atribuirse a la deshidratación de las cadenas de quitosano y siRNA, los 

efectos de protección de la carga en la interacción mutua y el importante papel de las 

interacciones hidrófobas. Además, la subsiguiente disminución endotérmica podría 

generarse por las interacciones dipolo-dipolo de las moléculas de agua orientadas 

favorablemente a las nanopartículas adyacentes formadas, como se observa en otros 
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sistemas [41]. Finalmente, se observó una región de meseta en las mayores relaciones 

molares de siRNA/quitosano (> 0,14) correspondientes a los efectos de dilución. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Experimentos de ITC que muestran la evolución de los calores de interacción en función de la 

proporción molar [siRNA]/[quitosano] para () CM, ()  C8Mb, ()  C8Mc y () C12Mc a 25 ºC en solución 

acuosa. Las líneas rojas representan el ajuste de los datos experimentales al modelo de dos sitios de unión 

utilizado. 

 

Con respecto a la caracterización termodinámica, la Tabla 2 resume la entalpía, la 

entropía, la constante de unión y la estequiometría de la unión de siRNA-quitosano 

derivada de la base del modelo de dos sitios de unión. Como se observó, la unión del 

siRNA a los quitosanos modificados de manera diferente implicaba constantes de unión 

del orden de alrededor de 107-108 y 106-107 para la primera y la segunda clase de sitios 

de unión, respectivamente. Se observó que cuanto más corta era la cadena lateral unida 

al esqueleto del biopolímero, más grande era la unión. Esto podría atribuirse a la mayor 

disponibilidad de grupos de aminas libres para interactuar electrostáticamente con los 

fosfatos de siRNA en derivados de quitosano que llevan cadenas laterales más cortas y 

menores extensiones de sustitución.  
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Vale la pena mencionar que se pueden esperar niveles mucho más bajos de constantes 

de unión de segunda clase, como consecuencia de restricciones estéricas superpuestas. 

Sin embargo, la gran mejora de las interacciones hidrófobas compensa parcialmente este 

punto. 

La estequiometría de la unión es fraccionaria (valores n menores que 1.0) 

correspondiente a la interacción multivalente de sustrato/ligandos [42]. Con respecto a la 

entalpía de la interacción, las entalpías exotérmicas relativamente altas para la primera 

clase de sitios de unión denotan el predominio de las de hidrógeno y las interacciones 

electrostáticas, mientras que las entalpías positivas grandes señalan la gran 

predominancia de las fuerzas hidrofóbicas en el proceso de unión. Esto se verificó 

adicionalmente por el cambio en la entropía de la unión, que apuntaba a un proceso claro 

impulsado por la entalpía para las primeras etapas del proceso de unión (denotado por 

valores negativos en ΔSi), y uno de carácter entrópico para el segundo conjunto de sitios 

de unión denotado por los valores positivos observados. Este comportamiento podría 

estar relacionado con la liberación de moléculas de agua al disolvente y los 

reordenamientos moleculares de las cadenas poliméricas dentro de las CNP modificados 

en esta etapa. 

 

Tabla 2. Parámetros termodinámicos de la interacción entre siRNA y quitosano sobre la formación de las 

CSNPs. K, constante de equilibrio de unión; n, estequiometría de unión; ΔH, cambios de entalpía; ΔS, 

cambios de entropía. 

CSNP 108 Ki 

(M-1) 

10-2 ni 103 ΔHi  

(kcal/mol) 

ΔSi  

(kcal/mol K) 

CM 2.80.5 

0.30.01 

2.60.3 

3.40.7 

-7.40.4 

2.20.3 

-24.83.2 

7.50.6 

C8Mb 1.40.2 

0.50.1 

7.70.5 

0.060.01 

-6.80.5 

4.20.2 

-22.52.1 

14.20.3 

C8Mc 1.30.1 

0.20.1 

0.20.3 

5.10.8 

-4.30.2 

3.10.1 

-14.21.6 

10.51.7 

C12Mc 0.60.1 

0.070.01 

0.60.2 

1.90.06 

-4.90.3 

2.80.4 

-16.32.3 

9.41.4 
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3.4.4 Encapsulación de siRNA dentro de nanopartículas de quitosano.  

Con el fin de dilucidar carga óptima de siRNA dentro de las partículas biopoliméricas para 

un silenciamiento efectivo, analizamos las eficiencias de encapsulación (EE) y las 

capacidades de carga (LC) en las nanopartículas derivadas de quitosano en diferentes 

concentraciones iniciales de siRNA. Se mezclaron cuatro cantidades iniciales (50, 100, 

150 y 250 pmol) de material genético con los diferentes quitosanos hidrofobizados con 

la solución de TPP para obtener las CSNPs siguiendo la metodología descrita 

anteriormente. En la Tabla 3 se puede observar que cuanto menor sea la cantidad siRNA 

introducida, menor será la LC obtenida como resultado de la saturación incompleta de 

las nanopartículas dentro del rango de concentración analizado. Además, se obtuvieron 

valores más bajos de EE y LC para las CSNPs no derivatizados en comparación con los 

hidrofobizados; aquellas formadas por quitosano de peso molecular medio fueron los 

más efectivas, especialmente en las cantidades más bajas de siRNA introducidas. A 

pesar de una disminución en la LC y la EE se puede esperar cuando el número de grupos 

amino libres se reduce en la sustitución de la cadena lateral alifática, estas cantidades 

aumentan notablemente con la derivación del quitosano. Por ejemplo, es notable que la 

EE para las CSNP hidrofobizados fuera dos veces mayor que la de las no modificados. 

Por lo tanto, las modificaciones hidrófobas podrían mejorar la capacidad de 

carga/encapsulamiento del gen y podrían proporcionar un mayor control sobre la cinética 

de liberación de la carga mediante la modificación de las interacciones intermoleculares 

existentes (ver más abajo) [22,23,25,28,43,44]. Además, los valores de EE fueron 

apenas constantes para las CNP derivatizadas independientemente de la cantidad de 

siRNA que se introduce, en contraste con las no derivatizadas para las cuales se 

encontró una EE máxima a 150 pmol.  

También vale la pena mencionar que anteriormente se usaron quitosanos derivados 

similares para atrapar la proteína insulina en las CNP [25]. En ese estudio, se alcanzaron 

valores máximos de EE y LC para nanopartículas que consisten en quitosano derivado 

con un grado de sustitución del 10%, mientras que los del 50% mostraron los valores 

más bajos. 
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Tabla 3. Capacidad de carga (LC) y eficiencia de atrapamiento (EE) de siRNA en las CSNPs no 

modificados y derivatizadas. IF se refiere a la carga inicial de siRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posiblemente, la competitividad entre el acomplejamiento de las proteínas y la 

compactación de las cadenas laterales hidrófobas en el núcleo de las nanopartículas 

podría explicar ese resultado. Sin embargo, ni la longitud de las cadenas laterales 

alifáticas ni el grado de sustitución de los quitosanos que forman las nanopartículas 

mostraron diferencias estadísticamente significativas en los valores de LC y EE para la 

encapsulación de siRNA. Por otro lado, un ensayo de electroforesis en gel confirmó 

adicionalmente el acomplejamiento del siRNA en las CSNPs. En el experimento se 

seleccionó una concentración de CSNPs para obtener una concentración final de siRNA 

de 90 nM por pozo. Como se observa en la Figura 5, el siRNA libre (carril 1) exhibió una 

banda de arrastre generalmente asociada a la degradación de siRNA, y no se observó 

fluorescencia en el pozo asociado. 

Chitosan 
LC (%) 

IF 250 pmol IF 150 pmol IF 100 pmol IF 50 pmol 

CH 14.5  3.1 12.61  1.0 7.00  1.3 3.0  0.4 

CM 18.5  1.3 12.20  3.9 7.60  1.0 3.5  1.2 

CL 12.2  0.5 10.77  0.5 6.20  0.9 1.9  0.8 

8    M   a 29.6  1.6 17.63  0.4 12.0  0.3 5.6  0.8 

8    M   b 28.9  0.9 17.29  0.5 11.6  0.2 5.4  2.0 

8    M   c 26.6  9.3 15.00  2.9 9.70  1.9 4.2  1.0 

10  M   b 29.9  1.0 19.21  0.7 11.1  1.2 4.5  1.2 

12  M   a 28.2  1.3 17.50  0.7 11.4  0.4 4.8  1.0 

12  M   b 29.7  1.0 16.00  5.8 11.2  0.7 4.9  0.6 

12  M   c 25.1  7.8 18.59  0.2 11.5  0.7 4.8  0.3 

 EE (%) 

CH 43.6  9.3 63.2  4.8 52.8  9.5 45  10 

CM 55.7  3.9 61.1  1.9 57.2  7.3 52  18 

CL 36.6  1.4 54.0  2.7 46.7  6.7 28  11 

8    M   a 89.2  4.7  88.3  1.9 90.5  2.0 83  12 

8    M   b 86.9  2.8 86.6  2.5 87.1  1.6 81  13 

8    M   c 80.0  1.0 74.9  4.0 73.1  9.9 63  16 

10  M   b 80.0  2.9 96.3  3.7 83.2  9.1 68  18 

12  M   a 89.4  3.0 87.7  3.5 85.6  3.2 72  16 

12  M   b 84.8  3.8 80.2  2.9 84.3  5.0 73  10 

12  M   c 89.1  1.2 93.7  1.1 85.6  3.2 72  16 
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Figura 5. Acomplejamiento del siRNA a las CSNPs. Carril 1, siRNA nativo libre en agua libre de RNAasas. 

Los quiitosanos no modificados CH, CL, CM y los quitosanos hidrofobizados 8Ma, 8Mb, 8Mc, 10Mc, 12Ma, 

12Mb, 12Mc y 8Lb se muestran desde el carril 2 al 12, respectivamente. 

 

Sin embargo, para los carriles restantes se observó una fuerte fluorescencia que indicaba 

que el siRNA estaba dentro de las CSNP y los rastros de siRNA no encapsulados se 

eliminaron después de los pasos de limpieza (consulte la sección de materiales y 

métodos para obtener detalles). 

Además, los tamaños de las nanopartículas y los potenciales zeta de los diferentes tipos 

de las CSNPs cargados inicialmente con siRNA de 150 pmol se determinaron mediante 

DLS y análisis de movilidad electroforética, respectivamente (ver Figura 6). Se eligieron 

las CSNPs con una carga de 150 pmol para estudios adicionales porque mostraron un 

equilibrio adecuado entre la concentración de carga inicial y los valores altos de EE y LC. 

Como se muestra en la Figura 6a, las CSNP no derivados mostraron, en general, 

tamaños más voluminosos que sus contrapartes vacías (CNP), siendo esta tendencia 

sorprendentemente diferente cuando las nanopartículas se formularon con quitosano 

derivatizado. Como se discutió anteriormente, esto podría ser una consecuencia de la 

compactación de los núcleos de las nanopartículas para evitar la exposición de sus 

cadenas laterales alifáticas al medio acuoso, promoviendo así las interacciones 

colectivas dentro de las partículas, particularmente con moléculas de siRNA atrapadas.  
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A la inversa, y como se señaló en el caso de las CSNP con quitosano modificado con 

una cadena lateral de 12 carbonos, el efecto de exclusión del volumen de agua de las 

cadenas de polímeros podría haber impedido un empaquetamiento efectivo de 

nanopartículas que conduzca a un agrandamiento del tamaño de las nanopartículas. Con 

base en los resultados mencionados anteriormente, se podría tener cierta competencia 

entre el acomplejamiento de la carga y la compactación de las cadenas laterales 

hidrofóbicas del quitosano en los núcleos de las nanopartículas, que controlaban 

definitivamente las características generales de las nanopartículas [44,45].  

Las imágenes de TEM también apoyan nuestros resultados previos. La Figura 6c,d 

muestran que las CSNP-8Mb derivadas exhibieron una cubierta exterior lisa que sugiere 

que las cadenas laterales estaban ubicadas en el interior (consulte el Esquema 2). A la 

inversa, las CSNPs-12Mc mostraron una superficie ciliada que indica que algunos 

segmentos de las cadenas laterales estaban ubicados en las superficies de las 

nanopartículas.  

Esta imagen también fue corroborada por datos de potencial zeta. Los potenciales zeta 

para todas las CNP y CSNP probadas fueron relativamente altas y positivas (Figura 6b), 

lo que se espera que resulte en una buena estabilidad coloidal (consulte los detalles a 

continuación). Como se mencionó anteriormente, dichos valores disminuyeron con el 

peso molecular y el grado de sustitución del esqueleto de quitosano. A diferencia de las 

nanopartículas desnudas, las nanopartículas modificadas poseen valores de potencial 

zeta constantes, independientemente de la densidad del injerto y la longitud de la cadena 

lateral.  

 

 

 

 

 

 



82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. (a) Radios hidrodinámicos y (b) potenciales zeta de las CNP y CSNPs en solución 

acuosa. Imágenes de TEM de las CSNP cargadas con 150 pmol de siRNA para (c) 12Mc y (d) 

8Mb. 

 

Estas observaciones, por lo tanto, respaldarían los datos de DLS y nuestra hipótesis de 

que las cadenas laterales hidrofóbicas podrían haberse localizado hacia adentro, 

evitando el contacto con el agua a través del entrelazamiento con el siRNA y, al mismo 

tiempo, desplazando los grupos de aminas cargadas del quitosano a la capa exterior de 

la nanopartícula (ver esquema 1). Como lo muestran los datos de ITC (ver más arriba) e 

inferidos por otros [28,46,47], las interacciones hidrófobas dentro de las nanopartículas 

parecen jugar un papel importante en el proceso de acomplejamiento, lo que apoya aún 

más nuestra hipótesis anterior [25]. 
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Esquema 2. Esquema que representa la posible distribución del siRNA y las cadenas laterales hidrófobas 

dentro de las CSNP. 

 

3.4.5 Estabilidad coloidal de las nanopartículas.  

Las distribuciones de tamaño adecuadas y la estabilidad coloidal de los CSNP son 

factores cruciales para su exitosa aplicación biofarmacéutica. Por ejemplo, la evolución 

del tamaño de partícula no solo afectará la endocitosis de las células tumorales, sino 

también la capacidad de las nanopartículas para evadir el reconocimiento y la eliminación 

por el sistema retículo-endotelial (RES). Por lo tanto, a continuación, analizamos la 

evolución temporal del tamaño de partícula y los potenciales zeta en diferentes 

condiciones como indicadores de la estabilidad coloidal de las CSNP obtenidos. Tras la 

incubación durante 3 días en agua a 37 ºC, los potenciales zeta de las CSNP 

derivatizados se mantuvieron casi sin cambios (Figura 7a). Además, la evolución 

temporal del tamaño de las CSNP no modificadas y derivatizadas analizadas por DLS 

durante 5 días en solución acuosa a 37 ºC (Figura 7b-d) indica que las CSNP 

derivatizadas con cadenas de 8 y 12 carbonos fueron muy estables en el agua durante 

todo el período de incubación, como se indica por los tamaños de partícula constantes a 

lo largo de toda la incubación. Se puede observar que las CSNP derivatizadas con 

cadenas de 12 carbonos volvieron a mostrar tamaños más grandes en agua en 

comparación con los hidrofobizados con cadenas de 8 carbonos, ya que las cadenas 

laterales no se empaquetarían completamente en el núcleo de la partícula, exponiéndose 

al solvente como se mencionó anteriormente. 
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Por lo tanto, esto se puede considerar una pista adicional de la exposición de cadenas 

laterales más largas cerca de/sobre las superficies de las partículas como resultado de 

su empaquetamiento ineficiente dentro de los núcleos de partículas. Para las 

nanopartículas que contienen quitosanos no modificados, se observó una cierta 

disminución de tamaño, durante las primeras 24 horas, que podría estar relacionada con 

la liberación de algunos siRNA de las partículas y/o la hidrólisis parcial inducida por la 

escisión de cadenas poliméricas [48]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. (a) Evolución temporal de los potenciales zeta de las CSNPs durante 3 días en agua sin RNAasa 

a 37 ºC. (b-d) Evolución temporal del tamaño de las CSNP durante 5 días a 37 ºC en agua sin RNAasa 

(símbolos abiertos) y DMEM suplementado con 10% de FBS (símbolos sólidos). (b) Nanopartículas que 

contienen quitosanos no modificados con (, □) alto, (, ◌) medio y (, △) bajo peso molecular. (c) 

Nanopartículas que contienen 8 carbonos y (d) quitosanos derivados de 12 carbonos con (, □) 5%, (, 

◌) 10% y (, △)  50% de grado de sustitución. 
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A la inversa, en DMEM suplementado con un 10% (v / v) se observó que los tamaños de 

partícula de FBS aumentaban continuamente durante las primeras 48 h de incubación y, 

luego, permanecieron apenas constantes. Tales aumentos pueden surgir de la formación 

de agregados entre las CSNPs (de 3 a 6 unidades, en términos de un solo tamaño de 

nanopartículas) debido a la adsorción de proteínas sobre las superficies de las 

nanopartículas, particularmente la albúmina sérica, a través de interacciones 

electrostáticas e hidrófobas, dando lugar a la formación de una biocorona proteica en un 

proceso conocido como opsonización [49]. Junto con esto, puede ocurrir alguna 

aglomeración de nanopartículas, provocada por la fuerza iónica de la solución [50]. Es 

interesante observar que las CSNP basadas en el quitosano derivatizados con 12 

carbonos mostraron incrementos de tamaño más pequeños, en comparación con los 

derivatizados con 8 carbonos. Esto podría explicarse basándose en la existencia de 

mayores atracciones electrostáticas entre los ácidos carboxílicos desprotonados de las 

proteínas presentes en el FBS y las aminas protonadas del quitosano en la superficie de 

estas nanopartículas. Además, también creemos que las cadenas laterales del quitosano 

modificado con cadenas de 12 carbonos, que supuestamente están expuestas cerca de 

las superficies de las partículas, podrían haber dificultado de alguna manera la adsorción 

de proteínas hasta cierto punto, evitando así incrementos de tamaño adicionales [51, 52]. 

Sin embargo, se necesitarían estudios adicionales para confirmar este punto. Después 

de 48 h de incubación, las CSNP hidrofobizadas con 8 carbonos no produjeron cambios 

sustanciales en el tamaño de las partículas, mientras que para los derivados con 12 

carbonos se observó una cierta disminución. Finalmente, la estabilidad de las diferentes 

CSNPs a diferentes soluciones de pH durante 5 días también fue controlada por DLS. 

Los diferentes tipos de CSNP casi no mostraron cambios en el tamaño de las partículas 

durante la incubación, excepto en los pH más extremos de 3.0 y 8.0 (ver Figura 8).  
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Figura 8. Evolución del tamaño de los CSNP medidos por DLS durante 5 días en un rango de pH entre 

3.0 y 8.0: (a) CH; (b) CM; (c) CL; (d) 8Ma; (e) 8Mb; (f) 8Mc; (g) 12Ma; (h) 12Mb; (i) 12Mc a pH 3 (), 4 (), 

5 (), 6 (), 7 () y 8 (). 

 

3.4.6 Estabilidad del siRNA encapsulado.  

Para una expresión y/o inhibición génica efectiva, los ácidos nucleicos u oligonucleótidos 

atrapados en un vehículo de administración deben protegerse de la degradación por 

enzimas como las nucleasas séricas [53,54]. En el presente caso, si las CSNP fueran 

inestables, se liberaría prematuramente el siRNA [37]. Con el propósito de evaluar la 

capacidad de nuestro nanosistema de proteger el material genético, analizamos la 

influencia del grado de sustitución y la longitud de la cadena lateral sobre la estabilidad 

del siRNA atrapado en las nanopartículas seleccionando dos casos extremos: un 

quitosano modificado con una cadena alifática corta y un bajo grado de sustitución 

(C8Mb) y otro quitosano modificado con una mayor cadena lateral y un grado de 

sustitución mucho mayor (C12Mc). 
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Para hacer eso, se realizó un ensayo de electroforesis en gel de agarosa después de la 

incubación de las partículas en DMEM complementado con 5% y 50% (v/v) de FBS a 37 

°C para asegurar la capacidad de las CSNPs modificados para proteger el siRNA de la 

digestión por nucleasas del suero. Como se observa en la Figura 9a, el siRNA desnudo 

estaba intacto solo al comienzo de la incubación en FBS al 5% (v/v) (no se observó 

ninguna banda de arrastre en el carril 1 a 0 min) y se degradó completamente a las 24 

h. Por el contrario, a una concentración sérica más alta, 50% (v/v) de FBS, la presencia 

de una banda posterior en todos los carriles fue indicativa de degradación instantánea, 

coincidiendo con lo reportado anteriormente [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Movilidad del siRNA después de la incubación en medio enriquecido con FBS: (a) siRNA 

desnudo; CSNPs compuestas de (b) CM; (c) 8Mb; (d) 12Mc. Del carril 1 al 6, la incubación se realizó en 

FBS al 5% (v/v); los carriles de 7 a 12 de incubación estaban en 50% (v/v) de FBS, respectivamente. Los 

tiempos de incubación fueron: 0 min (carriles 1 y 7); 30 min (carriles 2 y 8); 2 h (carriles 3 y 9); 7 h (carriles 

4 y 10); 24 h (carriles 5 y 11); y 48 h (carriles 6 y 12). 
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Cuando las CSNPs no modificados se incubaron en FBS al 5% (v/v), el siRNA comenzó 

a degradarse después de 30 minutos de incubación (no se observó una banda de arrastre 

en el carril 1), mientras que la degradación completa solo se observó después de 24 h 

(Figura 9b). A la inversa, el siRNA recuperado de los carriles de las CSNPs derivatizadas 

con C8Mb y C12Mc se mantuvo intacto después de 7 h de incubación y se acomplejó en 

gran parte al primer tipo de nanopartículas y se degradó completamente para el último 

después de 48 h de incubación (Figura 9c-d). El siRNA cargado en las CSNP de 

quitosano derivatizadas con C12Mc manifestó un comportamiento similar al siRNA 

desnudo en para el tratamiento con 50% (v/v) de FBS, es decir, la presencia de una 

banda de arrastre en todos los carriles (Figura 9d, carriles 7 a 12). Esta observación 

podría respaldar nuestra hipótesis de que para las CSNPs derivatizadas con C12Mc, el 

siRNA estaría atrapado especialmente alrededor de las superficies de las partículas, 

exponiéndose en gran parte a nucleasas. Sorprendentemente, las CSNPs derivatizadas 

con C8Mb parecen excluir el contacto del siRNA con el suero (ver Figura 9c), es decir, 

una gran parte del siRNA todavía estaría acomplejado con las cadenas de quitosano 

modificado dentro de las nanopartículas y solo se observó una pequeña separación en 

presencia de heparina, como lo confirman las señales más bajas en los carriles 

electroforéticos. Por lo tanto, se concluye que los presentes las CSNP-C8Mb protegieron 

significativamente el siRNA de la actividad de las nucleasas, lo que las convierte en un 

prometedor nanovector de suministro de genes. 

3.4.7 Liberación del siRNA.  

Como se mencionó anteriormente, una buena estabilidad de las nanopartículas es crucial 

para la protección extracelular del siRNA; sin embargo, también se necesita un proceso 

adecuado de desensamblaje de las partículas para permitir la entrega de la carga y el 

posterior silenciamiento génico mediado por ARN a través de interacciones con 

componentes intracelulares como el complejo de silenciamiento inducido por ARN 

(RISC). Entonces, se debe lograr un equilibrio adecuado entre la protección del siRNA y 

su liberación para lograr una eficacia terapéutica. Con este fin, la capacidad de las CSNP 

para liberar el siRNA encapsulad se midió adicionalmente a 37 ºC durante varios días a 

tres pH diferentes que simulan diferentes medios biológicos. 
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Para tal efecto, las CSNPs se incubaron a pH 7.4, 5.5 y 2.0, que imitan el pH fisiológico 

para la administración parenteral, el ambiente ácido de los tumores y algunos 

compartimentos intracelulares como los lisosomas, así como el ambiente gástrico, 

respectivamente [34].  

Como se observa en la Figura 10, la liberación del siRNA de las CSNP se caracterizó 

por una liberación rápida inicial (fase de explosión) dentro de las primeras 9-13 h de 

incubación, en la que la cantidad de carga liberada puede corresponder al siRNA ubicado 

en/cerca de las superficies de las nanopartículas. La fase de estallido fue seguida por 

una región casi lineal que conduce a una liberación sostenida del siRNA durante varios 

días, como se observó anteriormente, por ejemplo, para nanopartículas a base de 

quitosano hidrofobizado con glicol [55]. Para el tratamiento de muchas enfermedades 

diferentes, se desea un patrón de liberación sostenida para mantener una concentración 

constante de carga en la sangre y prevenir su fuga prematura, lo que puede provocar 

efectos secundarios tóxicos no deseados. Una mirada adicional a los perfiles de 

liberación obtenidos indica que la derivatización de los quitosanos y la posterior 

formación de nanopartículas nos permitió ajustar perfectamente las tasas de liberación y 

la extensión, es decir, para una condición dada existe una CSNP con un perfil de 

liberación adecuado. De esta manera, se observó que el comportamiento de liberación 

in vitro del siRNA dependía tanto de la hidrofobicidad del biopolímero de quitosano como 

del pH del medio de liberación, especialmente dentro de la región de estallido. 

Brevemente, es necesario recordar que las cargas encapsuladas en 

matrices/nanopartículas poliméricas biodegradables se liberan mediante tres 

mecanismos que tienen lugar en secuencia: (i) desorción de la superficie de las 

partículas; (ii) difusión y reabsorción a través de los poros de la red polimérica; (iii) 

degradación y erosión de la red polimérica. Además, el pH de la solución puede haber 

afectado los valores y tamaños de potencial zeta (ver Figura 8) de las nanopartículas 

poliméricas [25]. Por ejemplo, las CSNP hechas de CM tenían un potencial zeta de 25.4 

± 1.0 mV a pH 5.0, 5.1 ± 0.8 mV para pH 7.0 y 52.2 ± 1.4 mV a pH 3.0, respectivamente. 

Por el contrario, para las CSNP que utilizan C12Mc, los potenciales zeta obtenidos fueron 

22.7 ± 1.1, 35.2 ± 1.1 y 48.3 ± 2.7 mV a pH 3.0, 5.0 y 7.0, respectivamente. 
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La extensión de la liberación del siRNA a partir de las diferentes CSNPs derivatizadas y 

no derivadas generalmente siguió la secuencia pH 7.4> pH 5.5> pH 2.0. Por lo tanto, 

cuando el pH de la solución es mayor que el pKa del TPP y el siRNA, las CSNP están al 

cargadas negativamente en mayor medida y las repulsiones electrostáticas internas 

deberían facilitar una liberación más rápida del siRNA. A pH 5.5, dichas fuerzas 

disminuyeron y las moléculas de carga (siRNA) se liberarían por difusión simple. A pH 

2.0, los grupos amino del quitosano estaban completamente protonados y la tasa de 

liberación de carga fue mucho menor. En este caso, el siRNA podría haber actuado como 

un "reticulador" adicional, gracias a las atracciones electrostáticas con el esqueleto de la 

molécula de quitosano y sus grupos NH3
+ [10,56,57].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Liberación del siRNA de las CSNPs a pH 7.4 (), 5.5 () y 2.0 (). (a) Nanopartículas que 

contienen quitosanos no modificados con (rojo) alto, (azul) medio, (verde) bajo peso molecular. (b) CSNP 

modificadas con una cadena lateral de 8 carbonos (c) y 12 carbonos con (rojo) 5%, (azul) 10% y (verde) 

50% de grado de sustitución. 
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Los perfiles de liberación observados denotan una cierta dependencia del peso molecular 

del quitosano (Figura 10a). En particular, las nanopartículas CSNP basadas en 

quitosanos de peso molecular medio (CM) exhibieron una liberación más sostenida que 

las basadas en los de bajo (CL) y alto peso molecular (CH). Esta observación podría 

explicarse sobre la base de que las CSNP basadas en CL podrían no haber compactado 

completamente el siRNA en partículas estables, lo que permitiría una liberación más 

rápida [58,89]. Por otra parte, las CSNP basados en CH tendrían una densidad de 

reticulación más baja que las basadas en CM (mayor proporción de quitosano:TPP), lo 

que induce la formación de una red polimérica menos compacta y más porosa [60]. 

La hidrofobización de las cadenas de quitosano también tuvo una clara influencia en las 

tasas de liberación del siRNA, donde tanto la longitud de la cadena lateral como el grado 

de sustitución jugaron un papel importante. Li et al. analizaron la permeabilización y 

difusión de la vitamina B2 encapsulada en CNP no modificadas y alquiladas a diferentes 

pH [61]. Estos autores encontraron que la liberación del fármaco a partir de las CNP no 

modificadas aumentó al aumentar el pH de la solución como consecuencia de la 

disociación y reconstrucción de los enlaces de hidrógeno. En el medio básico, la 

disociación de los enlaces de hidrógeno redujo la fuerza de interacción intermolecular 

entre las cadenas laterales y la red polimérica, lo que la hizo débil y más porosa y, por lo 

tanto, el fármaco se difundió más fácilmente. A la inversa, para las CNP alquiladas, la 

permeabilización y la difusión de los medicamentos disminuyeron a medida que 

aumentaba el pH de la solución. En medio ácido, tanto la permeabilización como la 

difusión disminuyeron con el aumento en la longitud de la cadena lateral de alquilo, 

mientras que el comportamiento opuesto se encontró en condiciones básicas. Esta 

observación está de acuerdo con los resultados aquí mostrados, donde las CSNP 

modificadas con 8 carbonos mostraron, en general, perfiles de liberación más rápidos 

que los modificados con 12 carbonos en condiciones ácidas, mientras que la tendencia 

opuesta se encontró a pH 7.4. El alargamiento de las cadenas laterales incrementó la 

hidrofobicidad de la red polimérica dentro de las nanopartículas que, a su vez, dificultaron 

la difusión hacia afuera del siRNA a través de la matriz de las nanopartículas. En 

condiciones básicas, se observó una mejora de la difusión a medida que el número de 

átomos de carbono en la cadena lateral aumentaba probablemente en relación con un 
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mayor impedimento estérico. La extensión de la liberación de siRNA se redujo a medida 

que el grado de sustitución en el esqueleto de la molécula de quitosano aumentó como 

consecuencia de la mayor densidad del núcleo de la partícula, lo que finalmente 

restringió la difusión del siRNA fuera de las partículas. 

3.4.8 Biocompatibilidad celular in vitro.  

A continuación, evaluamos la potencial citotoxicidad tanto de las CNP como de las CSNP 

después de la captación celular y la internalización de las nanopartículas a través de la 

medición de la actividad metabólica celular mediante el ensayo de proliferación CCK-8 

en dos líneas celulares diferentes: la línea cáncer cervical humano (HeLa) y las células 

de macrófagos de ratones (RAW 264.7). Se analizaron diferentes variables como la 

concentración de nanopartículas, el tiempo de exposición y la naturaleza de la 

nanopartícula (hidrofobicidad). Se eligieron células HeLa ya que representan una línea 

de células tumorales inmortalizadas clásicas para probar in vitro la eficacia de nuevos 

fármacos / formulaciones para el tratamiento del cáncer. Los macrófagos son una de las 

principales células efectoras inmunitarias que desempeñan funciones esenciales como 

células secretoras, fagocíticas y presentadoras de antígenos en el sistema inmunitario. 

Elegimos células de macrófagos RAW 264.7 ya que también muestran una alta 

sensibilidad a compuestos/químicos potencialmente tóxicos [62-64].  

Se seleccionaron las CSNPs basados en C8Mb y C12Mc como ejemplos de 

derivatizaciones extremas (las nanopartículas de 8Mb poseen una cadena lateral corta y 

un bajo grado de sustitución, mientras que las de 12Mc tiene cadenas laterales más 

largas y un grado de sustitución mucho más alto), y también mostraron algunas de las 

mejores propiedades físico-químicas en términos de tamaño de partículas y cargas 

superficiales, protección de siRNA, estabilidad en medio de cultivo y perfiles de liberación 

sostenida. Además, las CSNP basadas en CM se seleccionaron como controles para 

comparación. 

La Figura 11 muestra las viabilidades celulares de las CNP y CSNP seleccionadas en 

las líneas celulares HeLa y RAW 264.7 después de 24 y 48 h de incubación. Como se 

observa en esta figura, las células HeLa fueron más sensibles que los macrófagos a la 

presencia de las CNP y CSNP, de acuerdo con lo observado previamente por otros 
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autores [65]. En las células HeLa, la viabilidad celular era dependiente de la dosis para 

las CNP y, especialmente, para las CSNPs. Dicha dependencia no se observa 

particularmente en macrófagos, a excepción de las concentraciones de partículas más 

altas [17,66]. Sin embargo, se observó que las nanopartículas biopoliméricas presentes 

no son tóxicas para las células, con viabilidades siempre por encima del 50% excepto en 

la concentración más alta (2 mg/mL) después de 48 h de incubación [67]. En general, 

también se observó que la toxicidad celular era relativamente mayor en tiempos de 

incubación más prolongados. Además, la incorporación del siRNA en las CSNPs las hizo 

menos tóxicos para las células que las nanopartículas vacías (CNPs), especialmente en 

macrófagos.  

También se observó que las diferencias en las tasas de supervivencia también 

dependían del tipo de célula. En las células no fagocíticas como HeLa, las cargas 

superficiales catiónicas y los tamaños pequeños para la mayoría de las nanopartículas 

se correlacionan con mayores captaciones celulares (ver más abajo) y mayores 

citotoxicidades. De manera inversa, los fagocitos como los macrófagos y los monocitos 

son más sensibles a la presencia de nanopartículas más grandes y con carga negativa. 

La presencia de suero pareció reducir la captación de nanopartículas en células no 

fagocíticas, pero aumentó en las fagocíticas [68,69]. Para las células HeLa, se encontró 

que las CNP de C8Mb y CM tienen potenciales zeta similares, pero las partículas de 

C8Mb mostraron menores tasas de supervivencia a las 48 h de la incubación. Para las 

células RAW 264.7 se encontró la tendencia opuesta. Sorprendentemente, cuando el 

siRNA se incorporó dentro de las CSNP derivatizadas, se detectaron mayores tasas de 

supervivencia en ambos tipos de líneas celulares (ver Figura 12). Es importante destacar 

que las CSNP de quitosano derivatizado con una cadena alquílica de 12 carbonos 

lograron una mayor biocompatibilidad en comparación con las basadas en 8 carbonos y, 

en general, la toxicidad celular disminuyó progresivamente al aumentar el nivel de 

sustitución del esqueleto polimérico, en comparación con sus homólogos no modificados 

(ver Figura 12). 
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Figura 11. Supervivencia celular para las CNPs (a, b) y CSNPs (c, c) en células HeLa (a, c) y macrófagos 

(b, d). Los símbolos sólidos representaron la incubación durante 24 horas, mientras que los símbolos 

abiertos durante 48 horas. (,□) quitosano de peso molecular medio; (, ◌) 8Mb; (, △) 12Mc. 

 

El motivo de tal comportamiento aún no está claro, pero podría estar relacionado con la 

mayor hidrofobicidad de las CSNP derivatizadas. 

Para aclarar aún más la influencia del tipo y la extensión de la hidrofobización del 

quitosán en la viabilidad celular, se calcularon las toxicidades celulares relativas (Δ). Se 

Δ define como la diferencia en la supervivencia celular en presencia de las CNP y CSNPs. 

Δ>0 implica que los CSNP indujeron tasas de supervivencia celular más bajas que los 

CNP, mientras que Δ<0 indicó el comportamiento opuesto.  

La hidrofobización con quitosano mostró un efecto positivo en la viabilidad celular, y el 

tipo y el alcance de la modificación desempeñaron un papel clave. Se observó que las 
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CSNP eran más biocompatibles que las CNP, excepto en las células HeLa después de 

48 h de incubación (ver Figura 13).  

3.4.9 Captación celular y eficiencia de transfección.  

Con el fin de analizar la captación celular in vitro y la eficiencia de transfección de los 

CSNP, se llevaron a cabo experimentos de microscopía de fluorescencia y citometría de 

flujo. Se utilizó un oligo de RNA marcado con FITC como carga para confirmar 

efectivamente la internalización de partículas y la liberación de carga dentro de los 

citoplasmas celulares. Las CSNPs producidos a partir de C8Mb y C12Mc derivados de 

quitosano se probaron como portadores de siRNA óptimos, mientras que las basados en 

CM se usaron como referencia. La Figura 14 muestra la evolución temporal de la 

internalización de partículas dentro de las células HeLa. La captación celular se 

monitorizó a intervalos de 6, 12 y 24 h. La Figura 14 representa una acumulación 

progresiva de partículas y la posterior liberación de siRNA como indica el aumento de la 

fluorescencia en verde del oligo marcado durante la incubación. Curiosamente, las CSNP 

formulados con quitosano derivatizado dieron como resultado una acumulación 

progresiva del siRNA en células HeLa, donde el patrón de fluorescencia se volvió rojo a 

verde anaranjado en las imágenes combinadas. Sin embargo, las CSNP, que llevan 

quitosano no modificado, mostraron una señal fluorescente menos intensa, que podría 

atribuirse a la menor cantidad de siRNA cargado en comparación con aquellos con 

quitosano modificado. Para las CSNPs elaboradas con C8Mb y C12Mc, la fluorescencia 

fue bastante intensa después de 6 h de incubación, de acuerdo con sus tasas de 

liberación de carga ligeramente mayores en tiempos de incubación cortos (consulte la 

Figura 10). Sin embargo, la señal de fluorescencia después de 12 h para C12Mc 

disminuyó sorprendentemente mientras que a las 24 h se recuperó. Estos hallazgos 

respaldarían nuestra hipótesis con respecto a la liberación inicial de siRNA desde la capa 

más externa de las CSNPs C12Mc poco después de la incubación, seguida por su lenta 

difusión desde el núcleo de las nanopartículas. 
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Figura 12. Sobrevivencia celular relativa (Δ) en presencia de las CNP y CSNPs en células HeLa después 

de 24 h (a) y 48 h (b) de incubación; y en células RAW 264.7 a las 24 h (c) y 48 h (d) de incubación. 

 

Finalmente, también se realizó un análisis cuantitativo de la captación de partículas y la 

posterior transfección en términos del porcentaje de fluorescencia con FITC dentro de 

las células HeLa por medio de citometría de flujo. La Figura 14b muestra que las células 

transfectadas con CSNPs-CM mostraron una baja fluorescencia durante el período de 

incubación seleccionado. Esto podría deberse a los menores LC obtenidos, así como a 

las velocidades de liberación más lentas observadas para esta clase de nanopartículas 

en soluciones de pH 5.5-7.4. Además, las células transfectadas con CSNPs-C8Mb 

mostraron una señal de fluorescencia bastante similar, alrededor del 20%, que las 

transfectadas con CSNPs-CM después de 24 h de incubación; por el contrario, a las 48 

h, el grado de transfección aumentó en gran medida hasta un 70%, siendo similar al de 

Lipofectamine2000 utilizado como control positivo. Finalmente, las CSNPs-C12Mc logró 

niveles comparables de transfección con el control a las 24 h, que disminuyó 

sustancialmente después de 48 h de transfección. 
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Figura 12. Tasas de supervivencia celular para CNPs [ad] y CSNPs [(ef)] en Cáncer de cuello uterino 

células HeLa [(a), (b), (c), (d)] y macrófagos [(c), (d), (g), (h)]. Los símbolos sólidos representaron 24 h de 

supervivencia celular y los símbolos abiertos 48 h. Leyenda para las figuras (a), (c), (e) y (g): peso 

molecular (■) Alto; (▲) Medio; (●) Bajo; (◄) 8Lb y (▼) 10Mb de nanopartículas de quitosano. Leyenda 

para las figuras (b), (d), (f), (h): (■) 8Ma; (●) 8Mb; (▲) 8Mc; (▼) 12Ma; (◄) 12Mb y (►) 12Mc de 

nanopartículas de quitosano. 
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Este comportamiento puede ser consecuencia de una interacción más fuerte de este tipo 

de NP con membranas celulares, lo que facilita una captación celular de partículas más 

rápida, así como una liberación de carga ligeramente más rápida en comparación con 

las basadas en C8Mb y no modificadas (ver Figura 10). De hecho, ya se ha sugerido que 

las unidades laterales hidrófobas en nanotransportadores poliméricos pueden aumentar 

la eficacia de la transfección mediante la modulación de las interacciones de las 

nanopartículas con las células, lo que mejora su adsorción en la superficie celular y su 

posterior captación [58,71,72]. 

Además, los segmentos hidrófobos en los nanotransportadores poliméricos pueden 

ayudar en el desmontaje de las nanopartículas de quitosano/ADN y quitosano/siRNA 

para facilitar la liberación del material genético que, de lo contrario, se uniría fuertemente 

a través de interacciones iónicas al esqueleto polimérico. Por lo tanto, tales 

características favorables de las cadenas laterales hidrófobas, injertadas en quitosano, 

pueden explicar las eficiencias de transfección prominentes obtenidas en el trabajo 

actual, en comparación con el biopolímero no modificado. En este sentido, Liu et al. 

prepararon quitosanos alquilados y observaron que la eficacia de la transfección en una 

línea celular C2C12 de ratón (mioblasto muscular C3H) mejoró al aumentar la longitud 

de la cadena lateral sustituida hasta 8 carbonos, lo que concuerda con nuestros datos 

[22]. Además, Chae et al. los quitosanos modificados con ácido desoxicólico sintetizados 

como el componente principal de los nanotransportadores, para el suministro de ADN 

del plásmido pEGFP-N1, lograron una eficiencia de transfección más pronunciada en las 

células HEK 293, que dependió del grado de sustitución. Del mismo modo, Hu et al. 

injerto de ácido esteárico (SA) en el esqueleto de quitosano para transfectar el pDNA 

pEGFP-C1 en células A549, obteniendo mayores eficiencias de transfección con una 

mortalidad celular mucho menor [74]. 
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Figura 14. a) Imágenes de microscopía de fluorescencia de captación celular y distribución intracelular de 

FITC-siRNA (canal verde) en células HeLa durante 6 h, 12 hy 24 h. La fluorescencia azul provino de los 

núcleos celulares teñidos con DAPI, y la fluorescencia roja del citoplasma celular se tiñó con BODIPY-

Faloidina. Las barras de escala son de 10 µm. b) Eficacia de transfección de siRNA-FTIC en células HeLa 

medida por citometría de flujo usando CM-, C8Mb- y C12Mc-CSNPs. Se usaron células HeLa no 

transfectadas como control negativo, mientras que la transfección del siRNA con Lipofectamine2000 se 

usó como positiva.  
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3.4.10 Eficiencia del silenciamiento del gen del siRNA.  

Finalmente, para analizar la actividad silenciadora de los siRNA liberados a partir de las 

nanopartículas derivatizadas seleccionadas, monitoreamos la disminución de la 

intensidad de fluorescencia inducida por un siRNA específico contra la expresión de GFP 

en células HeLa modificadas utilizando las CSNPs fabricadas con CM, C8Mb y C12Mb 

por medio de microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. Se utilizaron células 

HeLa estándar como control negativo, mientras que se usaron células HeLa-GFP no 

transfectadas como positivas. El siRNA transfectado con Lipofectamine 2000 fue una 

referencia secundaria positiva para comparación. 

Según el análisis cualitativo por microscopía de fluorescencia, representado en la Figura 

15a, la fluorescencia intrínseca de las células se mantuvo casi después de la transfección 

hasta 6 h, después de lo cual su intensidad disminuyó gradualmente. No obstante, se 

detectó una porción significativa de fluorescente a las 24 h de la post-transfección, que 

podría asignarse a: i) la liberación sostenida de moléculas de siRNA dentro del 

citoplasma; y/o ii) un tiempo insuficiente para lograr una inhibición notable de la expresión 

de proteínas. La inhibición de GFP utilizando las CSNPs C8Mb y C12Mb parecía ser 

bastante más grande que la de las CM probablemente como consecuencia de i) una LC 

más baja, ii) una tasa de liberación más lenta, y iii) una interacción más fuerte de 

quitosano-siRNA, que puede prevenir la disociación de siRNA de las nanopartículas 

anteriores [72,75].  

El análisis cuantitativo de la eficacia de eliminación de la expresión de la GFP se realizó 

adicionalmente en la misma línea celular mediante citometría de flujo utilizando CSNP 

con los quitosanos modificados y no modificados. Aquí, es necesario recordar que se 

debe lograr un equilibrio adecuado entre la protección del siRNA y la liberación eficiente 

del siRNA para obtener simultáneamente altos niveles de transfección y silenciamiento. 

La Figura 15b muestra que las CSNPs C8Mb exhibió la mayor actividad de silenciamiento 

génico, alrededor del 30% a las 24 y 48 h de incubación y similar a la del control positivo 

Lipofectamine2000. En contraste, las CSNP CM suprimieron la expresión de GFP en un 

10-15%, lo que se puede racionalizar en base a sus valores de LC más bajos, 

velocidades de liberación lentas e inestabilidad del suero, como se comentó 

anteriormente.  
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Sorprendentemente, también se observaron silenciamientos bajos bastante similares 

(alrededor del 20%) para las CSNPs C12Mc a pesar de su mayor LC y mayor 

internalización de nanopartículas. Se podría argumentar que estas CSNPs podrían haber 

sufrido una mayor degradación del siRNA por las nucleasas, como lo confirmó la 

electroforesis en gel (Figura 9d), probablemente debido a la presencia de moléculas de 

siRNA en la capa más externa de sus superficies, como se planteó anteriormente como 

hipótesis (ver esquema 2). En este sentido, también se observaron bajas actividades de 

silenciamiento para las partículas preparadas por acomplejamiento simple de siRNA en 

nanopartículas de quitosano-TPP preformadas como consecuencia de la protección 

ineficiente del material genético a la degradación enzimática [10,76]. Por lo tanto, a pesar 

de la mayor transfección de las nanopartículas de C12Mc que de las nanopartículas de 

C8Mb, después de 24 h (ver Figura 14), la posible escisión del siRNA liberado de las 

anteriores podría haber afectado su rendimiento de silenciamiento génico. 
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Figura 15. a) Silenciamiento de genes observado por microscopía fluorescente en células HeLa-GFP 

expuestas a nanopartículas basadas en quitosano cargadas con un siRNA contra GFP. Se tomaron 

imágenes a las 6, 12 y 24 h de incubación. Se utilizaron quitosanos CM, C8Mb y C12Mc. Se mostraron 

imágenes fusionadas. Las barras de escala son de 10 µm. b) Intensidad de fluorescencia media de GFP 

expresada en células HeLa después de 24 y 48 h de transfección con siRNA anti-GFP utilizando CM, 

C8Mb, C12Mc-CSNPs y Lipoafectamine 2000. 
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CONCLUSIONES 
 

En resumen, este trabajo implicó la modificación hidrófoba del quitosano, antes de su 

uso en la producción de nanopartículas a través de la gelificación ionotrópica, para la 

administración del siRNA. Las modificaciones estructurales introducidas tuvieron un 

impacto en la capacidad de carga de siRNA y los patrones de liberación, así como en su 

eficacia de transfección y en la actividad de silenciamiento de genes. Esto se llevó a cabo 

mediante el procedimiento de alquilación, donde se injertaron cadenas laterales de 8, 10 

y 12 carbonos en el esqueleto de quitosano, a diferentes grados de sustitución (5, 10 y 

50%). Los datos experimentales obtenidos indicaron que la longitud de la cadena lateral 

jugó un papel clave en la determinación de tamaños de partículas y cargas superficiales, 

especialmente en altos grados de sustitución a través del control de la naturaleza y el 

alcance de las interacciones entre el siRNA y el esqueleto de quitosano modificado, como 

se indica en los datos de ITC. Del mismo modo, la incorporación del siRNA en las 

nanopartículas indujo cambios en sus cargas superficiales y tamaños, y haciendo las 

nanopartículas más pequeñas debido a la compactación de los núcleos de las 

nanopartículas. Además, se obtuvieron valores mejorados de EE y LC de siRNA para 

nanopartículas formuladas con los quitosanos modificados hidrofóbicamente en 

comparación con sus homólogos preparados con el quitosano no modificado. Además, 

las imágenes TEM permitieron ver las diversas morfologías de las nanopartículas 

producidas, donde, por ejemplo, las CSNPs C8M mostraban una superficie lisa, mientras 

que las CSNPs C12M mostraban una estructura similar a cabellos. Esto puede justificar 

la alteración en los perfiles de liberación de siRNA entre las CSNP, con el quitosano 

modificado hidrofóbicamente y no modificado.  

Con respecto a la estabilidad frente a las nucleasas, los quitosanos de mayor grado de 

sustitución y/o cadenas laterales más largas (> 8 carbonos) proporcionaron una menor 

protección al siRNA, supuestamente porque una parte de sus cadenas laterales se 

desplazó a la superficie, y con algunas moléculas de siRNA expuestas hacia el exterior, 

haciéndolo más propenso a la degradación enzimática. No obstante, se requieren 

análisis adicionales para establecer esta premisa.  
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Por otro lado, las CSNPs modificados hidrofóbicamente fueron, en general, no tóxicas 

para las células HeLa y RAW264.7, las primeras mostraron una respuesta dependiente 

de la dosis. En relación con esto, también se encontró que la toxicidad y la absorción 

celular son dependientes de las células. Se observó que las eficiencias de internalización 

celular y de transfección son mayores para las CSNP modificados hidrofóbicamente, con 

eficiencias de eliminación de GFP ligeramente mejores, por ejemplo, para las CSNPs 

C8Mb en comparación con el control Lipofectamine 2000. Esta observación 

probablemente se originó a partir de la arquitectura particular de este tipo de 

nanopartículas, donde el siRNA se encontraba fuertemente empaquetado en sus 

núcleos. Sin embargo, en el caso de las CSNPs C12Mc, que tuvieron moléculas de 

siRNA adsorbido en las superficies, probablemente por efectos hidrofóbicos, impidieron 

su protección contra la degradación, como se corroboró por electroforesis en gel. Esta 

fenomenología será abordada y estudiada con mayor profundidad en trabajos futuros 

para elucidar por completo los mecanismos que promueven dichos comportamientos. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El sistema cardiovascular es responsable de la circulación de la sangre por todo el cuerpo 

para proporcionarle oxígeno y nutrientes, e incluye un complejo grupo de órganos (Fig. 

1) y tejidos que, con el paso del tiempo, y con la intervención de múltiples variables 

(físicas, químicas, medio ambientales, genéticas), puede llegar a desarrollar diversos 

síndromes y enfermedades. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal 

causa de muerte en el mundo (Fig. 2), alcanzando alrededor de 17,1 millones de vidas 

al año [3]. Las ECV son un grupo de trastornos del corazón y los vasos sanguíneos que 

incluyen: 

 Enfermedad coronaria – complicaciones de los vasos sanguíneos que irrigan el 

músculo cardíaco. 

 Enfermedad cerebrovascular - complicaciones de los vasos sanguíneos que 

irrigan el cerebro. 

 La enfermedad arterial periférica - complicaciones de los vasos sanguíneos que 

irrigan los brazos y las piernas. 

 Cardiopatía reumática - daño del músculo del corazón y de sus válvulas en casos 

de fiebre reumática causada por bacterias estreptococos. 

 Cardiopatías congénitas – malformaciones de la estructura del corazón desde el 

nacimiento. 

 Trombosis venosa profunda y embolia pulmonar – formación de coágulos de 

sangre en las venas de las piernas, que se pueden desprender y desplazar al 

corazón y los pulmones. 
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Figura 1. Esquema representativo de la anatomía del corazón humano donde se muestran las principales 

cámaras, válvulas, venas y arterias del mismo.  

 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. A) Datos estadísicos de las principales causas de muerte a nivel mundial donde se muestra que 

las enfermedades no transmisibles son la mayor causa de muerte. B) Desglose de las principales 

enfermedades no transmisibles y sus porcentajes.  
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México sufre también los cambios epidemiológicos actuales. Las enfermedades 

cardiovasculares (ECV) son, en su conjunto, la primera causa de muerte en nuestro país. 

Entre ellas, la cardiopatía isquémica, que se manifiesta sobre todo por el infarto agudo 

de miocardio, y cuyo impacto es mayor al de las enfermedades infecciosas y al cáncer 

[3], ocupa un lugar preponderante, y su prevalencia se extiende a todas las regiones y 

estratos sociales de la población mexicana. El infarto agudo de miocardio se define como 

la muerte de un segmento mayor o menor del corazón, ocasionado por un desequilibrio 

entre la demanda y el abastecimiento de oxígeno requerido por el músculo cardiaco 

como consecuencia de una obstrucción transitoria o definitiva de las arterias coronarias. 

El síndrome coronario agudo comprende un conjunto de entidades nosológicas que 

representan distintos estadíos de un proceso fisiopatológico único: la isquemia 

miocárdica aguda, derivada en general de la ateroesclerosis coronaria, y que se puede 

complicár adicionalmente con fenómenos trombocíticos. Por ejemplo, una placa de 

ateroma, previamente formada en un vaso coronario, puede activar los procesos de 

adhesión, activación y agregación plaquetaria, desencadenando la cascada de la 

coagulación y conducir a la formación de un ateroma (Figura 3), que provocará la 

obstrucción del flujo sanguíneo en distintos grados [4, 5]. 

La ateroesclerosis humana es un proceso patológico de origen multifactorial, con 

participación multisistémica y de extraordinaria complejidad, y que se comporta como un 

desorden inflamatorio crónico que involucra al sistema vascular, inmunológico, endocrino 

y metabólico que termina en manifestaciones locales y sistémicas.  

En esencia, la ateroesclerosis se compone de dos fenómenos interrelacionados: 

 

1.- Aterosis: acumulación focal de lípidos intracelulares y extracelulares, formación de 

células espumosas y reacción inflamatoria.  

2.- Esclerosis: endurecimiento cicatrizal de la pared arterial, caracterizado por el aumento 

del número de miocitos, distrofia de la matriz extracelular y, más tardíamente, 

calcificación, necrobiosis y mayor infiltración inflamatoria. 
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Figura 3. Representación de un ateroma. 

 

En las primeras etapas de la aterosclerosis, se producen cambios considerables en la 

estructura y en la bioquímica del endotelio, dando lugar al aumento de la permeabilidad 

endotelial y al aumento del nivel de expresión de las moléculas de adhesión. Estos 

cambios inducen la acumulación de lipoproteínas de baja densidad y a la activación de 

los macrófagos, seguido por la infiltración y adhesión de proteinasas extracelulares, 

células apoptóticas y la producción de radicales libres, que conducen a la formación de 

placas de aterosclerosis y que, posteriormente, pueden llevar a una trombosis y/o 

isquemia [6].  

Actualmente, la aterosclerosis se diagnostica en etapas avanzadas. El diagnóstico se 

puede realizar directamente midiendo el grado de estenosis, o indirectamente, mediante 

la determinación del efecto de la estenosis arterial en la perfusión de los órganos.  

La combinación de los factores antes mencionados, en su mayoría, pueden derivar en 

un infarto de miocardio, y los mismos pueden ser tratados con la finalidad de mejorar la 

calidad y expectativa de vida de los pacientes. 
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TRATAMIENTOS PARA INFARTOS DE MIOCARDIO 

Al día de hoy, las terapias que se implementan para tratar el infarto de miocardio 

consisten en el restablecimiento de la perfusión sanguínea al tejido coronario que carece 

de sangre oxigenada. Se reconocen dos tipos de tratamientos: la reperfusión 

farmacológica y la reperfusión mecánica.  

 

4.1.1 Reperfusión farmacológica.  

Consiste en la administración de medicamentos trombolíticos y antitrombóticos, debido 

a la participación de la trombina y plaquetas. Los fármacos antitrombóticos contienen 

heparina no fraccionada (HNF) o heparina de bajo peso molecular (HBPM, enoxaparina) 

y compuestos antiplaquetarios, básicamente aspirina y clopidogrel [7]. 

Los medicamentos disponibles actualmente para la aterosclerosis están diseñados para 

aliviar la hipertensión y la hiperlipidemia, o para controlar la hemostasis previniendo 

complicaciones trombóticas. Sin embargo, no suprimen directamente los mecanismos 

que conducen a la progresión de procesos inflamatorios de la aterosclerosis [8].  

 

4.1.2 Reperfusión mecánica.  

Implica una intervención quirúrgica, conocida como angioplastia primaria (ACTP-P). El 

tratamiento consiste en introducir un catéter con un “balón inflable” (Stent) para dilatar la 

arteria ocluida y, así, restablecer el flujo sanguíneo obstruido. Actualmente, la reperfusión 

es, sin duda, el método estándar de elección. La tasa de éxito es elevada, la efectividad 

de la reperfusión se puede evaluar y determinar en el mismo procedimiento, permite 

conocer con exactitud la anatomía coronaria del paciente, el efecto es sostenido, y se 

asocia con menor isquemia residual. Sin embargo, estos beneficios conllevan también 

ciertas desventajas como una menor disponibilidad, es un método invasivo, y conlleva 

un coste bastante más elevado y la necesidad de personal médico y paramédico 

altamente especializado [9].  

Uno de los principales problemas en el tratamiento actual de las enfermedades 

cardiovasculares es la incapacidad del miocardio de autoregenerarse, es decir, las 

terapias actuales no son capaces de restaurar la función del corazón después de un 



120 
 

infarto de miocardio. Por ello, con el paso del tiempo pueden sobrevenir complicaciones 

y nuevos infartos que comprometen el funcionamiento del corazón y derivan en un fallo 

sistémico y, posteriormente, la muerte.  

A pesar de que los procedimientos médicos se han mejorado considerablemente en los 

últimos años, sus resultados terapéuticos generales no son completamente satisfactorios 

debido, principalmente, a que la intervención médica se lleva a cabo cuando la 

enfermedad ya está avanzada, o incluso después de que se ha manifestado en eventos 

cardiovasculares (tales como el infarto de miocardio o un ictus). Por lo tanto, existe la 

necesidad de desarrollar procedimientos de diagnóstico sensibles y, preferentemente, 

no invasivos que permitan la detección de estas enfermedades en su etapa temprana de 

desarrollo, además de la búsqueda de nuevos fármacos y métodos terapéuticos que 

permitan su abordaje terapéutico [10]. 

 

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA  

El avance de la nanotecnología aplicada ha impactado en diversas áreas de la actividad 

humana, incluyendo la medicina. La aplicación de la nanotecnología en la medicina dio 

lugar a la aparición de la denominada nanomedicina, que está revolucionando los 

campos del diagnóstico y la terapia biomédicas. 

La nanomedicina utiliza materiales y dispositivos de dimensiones nanométricas, 

preparados mediante el control y manipulación de los materiales a nivel molecular, dichos 

materiales son denominados nanopertículas. Las propiedades físicas y químicas de tales 

nanopartículas son muy diferentes de sus parientes macroscópicos, y se pueden ajustar 

a necesidades específicas para un propósito determinado [11]. 

Las nanopartículas más populares utilizadas en la nanomedicina tienen propiedades 

electrónicas, ópticas, magnéticas y biológicas ajustables. Las nanopartículas pueden ser 

fabricadas con diversas composiciones químicas y características encuanto a su tamaño 

y forma. Pueden prepararse a partir de diversos materiales tales como metales, óxidos 

metálicos, silicio, polímeros naturales y sintéticos, materiales a base de carbono, lípidos 

y/o biomoléculas (Figura 4). Las estructuras de las nanopartículas pueden ser huecas, 
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porosas o sólidas y con diferentes morfologías tales como esferas, cilindros, tubos o 

plaquetas [12]. 

En trabajos recientes [14-37] se han desarrollo nanoplataformas susceptibles de ser 

empleadas potencialmente en ingeniería de tejidos basándose en dos factores clave: las 

células y biomateriales para la regeneración del miocardio infartado. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diferentes tipos de nanopartículas utilizadas en el tratamiento de enfermedades. 

 

El objetivo de la nanotecnología aplicada a la ingeniería de tejidos debe enfocarse en el 

reclutamiento de células, la remodelación celular y, finalmente, la regeneración del tejido 

afectado mediante la producción de músculos de corazón biocompatibles con 

propiedades morfológicas, mecánicas y funcionales comparables al miocardio innato.  

En la actualidad, las estrategias experimentales desarrolladas para la regeneración de 

tejido cardiaco infartado están asociadas a cubrir cinco grandes objetivos [13]: 

 

1) Cardioprotección. 

2) Regulación de la inflamación.  

3) Remodelación de la matriz extracelular.  

4) Angiogénesis. 

5) Generación de cardiomiocitos. 

 

Para lograr tales objetivos, las estrategias de ingeniería de tejidos incluyen el desarrollo 

de sustitutos de tejidos cardiovasculares funcionales, el trasplante de células asistido por 

biomateriales para mejorar la retención y la función celular, además de implementar 
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estrategias acelulares para conferir soporte mecánico a la matriz extracelular para 

reemplazar el músculo defectuoso del corazón, y la administración de fármacos mediante 

el uso de nanoplataformas de cara a mejorar la auto-reparación y la inducción de 

regeneración tisular endógena. 
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ANTECEDENTES 

4.2.1 Enfoque con factores de crecimiento para enfermedades cardiovasculares.  

Formiga y colaboradores demostraron la eficacia terapéutica de la administración de 

factores de crecimiento para promover la regeneración del tejido cardiaco mediante el 

uso de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF1) y neuregulina (NRG1) 

encapsulados en micropartículas de ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA).  

Mediante esta metodología se logró incrementar la función miocárdica global del tejido 

isquémico y tejido remodelado post-infarto, promoviendo la angiogénesis, arteriogénesis, 

y la proliferación de miocardicitos  y el reclutamiento de células madre de médula ósea 

para le regeneración de lesiones de infarto de miocardio [14].  

Por otra parte, Simón-Yarza y colaboradores lograron encapsular el factor de crecimiento 

vasculo-endotelial (VEGF) en micropartículas de PLGA recubiertas con polietilén glicol 

(PEG), provocando la reducción de la fagocitosis de las partículas por parte de los 

macrófagos, una de las principales barreras biológicas a las que hay que hacer frente 

cuando se administra por vía intravenosa nanopartículas, células madre y/o agentes 

terapéuticos.  

De acuerdo a los resultados presentados por estos investigadores, la funcionalización de 

las partículas de PLGA con PEG incrementa la capacidad de encapsulación, reduce el 

tamaño de las partículas y su potencial z, característica deseada para una mejor 

interacción entre las partículas y las células endoteliales. De igual manera, el proceso de 

fabricación y funcionalización de las partículas mantiene intacta la actividad terapéutica 

del VEGF, permitiendo la angiogénesis y reduciendo la remodelación ventricular, que 

impide el correcto funcionamiento del tejido cardiaco [15].  

En un estudio similar, Chang y colaboradores diseñaron un nanovector a base de PLGA 

para la administración del factor de crecimiento insulínico (IGF-1). La liberación del 

agente bioactivo desde el nanovector se mantuvo por un periodo prolongado, lo que es 

crucial para regular la función del miocardio. Adicionalmente, el IGF-1 tiene la capacidad 

de inducir la fosforilación Atk, preservar la función de los cardiomiocitos, prevenir la 

remodelación ventricular, y reducir el tamaño del área de infarto [16].  
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4.2.2 Enfoque con hidrogeles de alginato para enfermedades cardiovasculares. 

Las propiedades físicas, químicas y biológicas del alginato, biomaterial extraído de las 

algas marinas, permite su potencial uso en la ingeniería de tejido cardíaco para la 

regeneración de tejido dañado. Las características más atractivas del alginato incluyen 

su biocompatibilidad, las condiciones sencillas de gelificación y la facilidad de generar 

modificaciones químicas para preparar derivados de alginato con propiedades 

novedosas. 

Los biomateriales a base de alginato ya han sido utilizados previamente para 

aplicaciones biomédicas, tales como la entrega de células madre en tejidos, diseño de 

soportes celulares, así como también para la formación de tejido cardiaco funcional y 

diseño bio-inspirado de sistemas para la liberación controlada de moléculas bioactivas. 

Por ejemplo, Banquete y colaboradores desarrollaron microcápsulas de albúmina y 

alginato para la encapsulación y liberación controlada del factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF-2) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La actividad de las 

microcápsulas se determinó en un modelo de rata a las que se indujo un infarto de 

miocardio, y a las que inmediatamente después de este se les administró una inyección 

intramiocárdica de las microcápsulas cargadas. Estos factores estimulan la angiogénesis 

y la arteriogénesis, previniendo la hipertrofia y fibrosis cardiaca como se determinó por 

inmunohistoquímica. Los resultados demostraron que la perfusión cardíaca mejoró, 

disminuyendo la remodelación cardiaca adversa, y restableciendo la función ventricular 

izquierda después de 3 meses de la administración del tratamiento [17].  

El polímero de alginato no es biodegradable en los mamíferos [18]. Sin embargo, los 

hidrogeles de alginato reticulados con calcio con el tiempo se erosionan fácilmente 

debido al intercambio de iones de calcio por iones de sodio en el medio fisiológico, lo que 

conduce a la disolución de los hidrogeles de alginato [19]. Por lo tanto, para aplicaciones 

terapéuticas de materiales compuestos por alginato, es importante considerar que el 

tamaño del peso molecular del alginato a emplear sea inferior a 50 kDa, que corresponde 

al umbral de tamaño para la depuración renal eficiente. 

Así, Hao y colaboradores utilizaron hidrogeles de alginato parcialmente oxidado, con las 

características antes mencionadas, para la administración secuencial del factor de 
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crecimiento vasculo-endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF-BB) en el miocardio infartado. Los factores de crecimiento adsorbidos en la matriz 

de alginato son liberados de manera secuencial gracias a las diferentes tasas de 

degradación de los alginatos parcialmente oxidados que constituyen el hidrogel. 

Posteriormente, se indujo el infarto en ratas de laboratorio; y después de una semana, 

se inyectaron los hidrogeles de alginato cargados con VEGF y PDGF-BB en el tejido 

cardiaco a lo largo de la frontera del infarto. Cuatro semanas después de la inyección, la 

liberación de ambos factores de crecimiento condujo a una mayor formación de los vasos 

α-SMA-positivos (maduros) [20]. 

Por otra parte, Ruvinov y colaboradores desarrollaron una plataforma a base de alginatos 

para la administración de los factores de crecimiento IGF-1 (para favorecer la 

supervivencia celular), SDF-1 (para promover la migración celular), y el factor VEGF 

(para promover la angiogénesis). Estos factores en conjunción con células cardiacas se 

emplearon para la fabricación de parches pre-vascularizados e implantables en tejido 

cicatrizal de ratones con infarto cardíaco. Cuatro semanas después de la implantación, 

los parches se encontraban completamente integrados en el tejido miocárdico del 

huésped y mostraban cicatrices de menor tamaño que las observadas en ratones con 

tejido miocárdico sin tratar. Así mismo, el tejido con los implantes de parches de alginato 

mostraba una mayor amplitud de señal eléctrica en el área de la cicatriz, en comparación 

con los tejidos infartados no tratados, lo que indicaba una mejor excitabilidad y/o 

conectividad eléctrica entre el tejido cicatrizal y el miocardio sano. Adicionalmente, se 

observó que los parches de alginato preservaban la función cardíaca y prevenían la 

dilatación ventricular y la remodelación ventricular [22].  

En una aproximación con finalidades terapéuticas, Gomez-Mauricio y colaboradores 

desarrollaron microcápsulas de alginato semipermeables cargadas con óxido de hierro 

súperparamagnético (SPION), que proporcionan una protección mecánica e 

inmunológica a células madres derivadas de tejido adiposo (ASC´s), al mismo tiempo 

que mantiene el microambiente celular para que las células desarrollen su capacidad 

terapéutica como son: i) el restablecimiento de la función cardiaca (atribuida a la 

liberación de factores parácrinos), ii) la mejora de la neovascularización, iii) el 
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remodelado ventricular, y iv) la proliferación celular. Adicionalmente, las SPIONs 

permiten rastrear la migración de las células inyectadas en experimentos in vivo 

mediante imágenes de resonancia magnética nuclear (MRI). Después de 21 días de la 

inyección de las cápsulas magnéticas de alginato aún se podía observar la señal de MRI 

proveniente de las SPIONs, lo que demostraba una mejora en la captación celular y la 

retención celular en el miocardio [23].  

 

4.2.3 Enfoque con óxidos de hierro súperparamagnéticos para enfermedades 

cardiovasculares. 

Los agentes de contraste a base de óxidos de hierro súperparamagnéticos (SPIONs) 

pueden proporcionar información importante para el diagnóstico y evaluación de las 

enfermedades inflamatorias cardíacas. 

Shevtsov y colaboradores analizaron nanopartículas conjugadas con proteína de choque 

térmico recombinante de 70 kDa (Hsp70-SPION) para la detección del infarto agudo de 

miocardio mediante resonancia magnética. Los experimentos celulares demostraron un 

aumento de la captación mediada de Hsp70-SPIONs por receptores de CD40 en 

comparación con SPIONs no conjugadas. Después de la inducción de un infarto agudo 

en ratas, mediante ligadura de la arteria descendente anterior izquierda, las SPIONs no 

conjugadas y conjugadas (Hsp70-SPION) se inyectaron por vía intravenosa 4 días 

después. Los animales se sometieron a MRI secuencial, que mostró la presencia de las 

nanopartículas en la zona infartada. Los análisis de la biodistribución de los conjugados 

Hsp70-SPION se hicieron con el método a la respuesta magnética no lineal, que indicó 

la acumulación preferencial de los mismos en el tejido del corazón, de acuerdo con los 

análisis histológicos. Este estudio demostró que un infarto agudo puede ser 

monitorizado, pues, por MRI usando conjugados de SPIONs funcionalizados-Hsp70 [24]. 

Por otra parte, se ha demostrado el potencial terapéutico de los trasplantes de células 

madres embrionarias (ESC) en modelo animal con infarto de miocardio de forma 

consistente. El desarrollo del marcaje con SPIONs y la imagen por MRI se han utilizado 

cada vez más para realizar un seguimiento de la migración de las células trasplantadas 
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in vivo. Sin embargo, el impacto del marcaje con SPIONs en el fenotipo celular y 

capacidad de diferenciación cardiaca de células madre embrionarias no está claro.  

Au y colaboradores demostraron que las células madre embrionarias marcadas con 

SPIOns, en comparación con sus homólogos no marcados, tenían una capacidad 

cardiogénica similar, mientras que el marcaje con SPIOns no afectó a la regulación de 

los iones de calcio de los cardiomiocitos derivados de células madre embrionarias. 

Además, el trasplante de células madre embrionarias marcadas con SPIOns a través de 

su inyección directa en el tejido con infarto de miocardio resultó en una mejora 

significativa en la función del tejido cardiaco. 

Estos resultados demostraron, pues, la viabilidad de la monitorización utilizando el 

etiquetado con SPIOns de células madre de embriones in vivo y la resonancia magnética 

cardíaca, sin afectar el potencial de diferenciación cardíaca y las propiedades funcionales 

de las células madre embrionarias con la finalidad de reparar el tejido miocárdico dañado 

[25]. 

 

4.2.4 Direccionamiento de nanopartículas mediante el uso de péptidos y 

anticuerpos.  

La modificación de partículas de óxido de hierro con diversos ligandos moleculares 

puede aumentar la especificidad y el potencial de diagnóstico de los conjugados de los 

que forman parte. Diversos estudios han demostrado que la funcionalización de las 

nanopartículas con diferentes ligandos, incluyendo péptidos dirigidos hacia la molécula 

adhesión vascular celular (VCAM), fragmentos del anticuerpo de selectina E humana, y 

los anticuerpos monoclonales anti-P-selectina, por ejemplo, hacen más eficiente la 

detección de patologías cardiovasculares debido a la sobre expresión de la proteína 

selectina en las células formadoras de la placa aterosclerótica [26]. 

La dirección de fármacos a través del endotelio vascular mediante el uso de 

nanopartículas funcionalizadas con la molécula de adhesión intracelular (ICAM-1) es una 

estrategia que se está empleando actualmente para su acumulación eficaz con fines 

terapéuticos en tejidos inflamados, así como agentes de contraste en la formación de 
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imágenes por resonancia magnética o imágenes de infrarrojo cercano tanto en cultivos 

celulares como en modelos animales [27].  

Así, por ejemplo, Lee y colaboradores fabricaron nanopartículas de ácido hialurónico 

como potenciales transportadores de agentes de contraste para MRI y agentes 

terapéuticos para el tratamiento de la aterosclerosis. Los ensayos in vitro de captación 

celular revelaron que las nanopartículas fueron adsorbidas de manera selectiva por las 

células que sobreexpresaban receptores de estabilina 2 y CD44.   

Cuando se utilizaron nanopartículas marcadas con el fluoróforo Cy5.5 en ratones 

deficientes en apolipoproteína E (ApoE) se observaron fuertes señales fluorescentes en 

la lesión aterosclerótica, lugar donde se sobreexpresan los marcadores de estabilina 2 y 

CD44. Estos resultados confirman que las funcionalizaciones que pueden llevarse a cabo 

en materiales nanoestructurados para un direccionamiento eficaz y altamente específico 

mediante el uso de receptores de membrana y anticuerpos [28].  

 

4.2.5 Enfoque con nanopartículas de polímeros cargadas con fármacos para 

enfermedades cardiovasculares.  

Actualmente, para el tratamiento farmacológico de enfermedades cardiovasculares se 

distinguen dos grupos de fármacos: Los fármacos anti-trombolíticos, que son utilizados 

para prevenir la formación de coágulos o para disolver los ya existentes, y los fármacos 

anti-proliferativos, que se usan para prevenir la migración y proliferación anómala de 

células del músculo liso vascular.   

Los fármacos anti-proliferativos han recibido una mayor atención para su liberación 

controlada y localizada encontrándose, entre ellos, una variedad de agentes 

antiinflamatorios (simvastatina, dexometasona) y anticancerígenos (zotarolimus, 

paclitaxel, everolimus) [29].  

Estudios recientes han analizado el papel de nanovehículos poliméricos para mejorar el 

efecto terapéutico de múltiples fármacos en el tratamiento de la aterioesclerosis. Un 

sistema prometedor es el NK911, que está compuesto de copolímeros auto ensamblados 

de polietilenglicol (PEG) y doxorubicina (DOX) conjugados con ácido poliaspártico, 

produciendo nanovehículos que rondan los 40 nm de diámetro. El sistema NK911 ha 
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sido investigado para su uso como vector sanguíneo con buenos resultados iniciales para 

su acumulación en tumores [29]. 

Además,  las nanopartículas NK911 se han propuesto como una alternativa en el 

tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, NK911 inhibió 

efectivamente la proliferación  de células de músculo liso vascular y el estrechamiento 

de los vasos sanguíneos sin incrementar la apoptosis celular en un modelo murino con 

lesión de balón [30].  

El éxito del sistema NK911 se debe en gran medida por la acumulación pasiva de las 

nanopartículas gracias al efecto del aumento de la permeabilidad y retención mejorada 

(EPR, de sus siglas en inglés). Resultados como estos resaltan pues el potencial de las 

nanopartículas poliméricas para direccionar de manera pasiva la liberación de fármacos 

a un área específica dañada por accidentes vasculares y ateroescleróticos.   

Por otra parte, Chan y colaboradores conjugaron paclitaxel (PTX) con ácido poli-láctico, 

lípidos de membrana y poli-etilén glicol para formar nanopartículas, que posteriormente  

se funcionalizaron con un péptido de reconocimiento de células vasculares dañadas. 

Estis investigadores demostraron en un modelo murino que las nanopartículas cargadas 

con paclitaxel funcionaron mejor que la adminsitración del paclitaxel libre, favoreciendo 

una disminución del estrechamiento de los vasos sanguíneos incluso después de 2 

semanas de su aplicación, y mostrando un 50% de mejora comparado con el grupo 

control [31].  

En otro trabajo, Panyam y colaboradores analizaron la eficacia terapéutica del 

encapsulamiento del fármaco dexametasona en nanopartículas de PLGA. Este estudio 

demostró que la encapsulación de este fármaco mejora su disponibilidad en el interior de 

las células en comparación con la aplicación del fármaco libre de manera directa. Así 

mismo, las nanopartículas cargadas con el fármaco mostraron una mayor inhibición de 

la proliferación celular y una reducción de la migración de células del músculo liso 

vascular [32]. 
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4.2.6 Enfoque con nanopartículas colectoras de lipoproteínas de baja densidad 

para enfermedades cardiovasculares.  

Es ampliamente reconocido que las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) son los principales vehículos de transporte del 

colesterol en el torrente sanguíneo. Los altos niveles de LDL en la sangre son un 

indicativo de la potencial formación de placas de ateroesclerosis con el tiempo [33]. En 

la mayoría de los pacientes que muestran signos de hipercolesterolemia existen 

tratamientos que pueden regular los niveles de colesterol mediante la dieta o con la 

administraión de fármacos antilipidémicos. Sin embargo, existen pacientes que 

presentan resistencia a la terapia farmacológica o exhiben un componente genético que 

provocan esos niveles altos de colesterol más que una alimentación inadecuada. En 

estos casos, la aféresis, procedimiento mecánico por el cual se separan los componentes 

de la sangre, es la terapia más frecuente para reducir la hiperlipidemia y los niveles altos 

de LDL [34]. 

Con el desarrollo de nuevas técnicas de aféresis de LDL, resulta de vital importancia la 

búsqueda de nuevos materiales de purificación de la sangre que posean propiedades 

ajustables para el mejoramiento de la hemoperfusión. Así, Nikitina y colaboradores 

analizaron la utilización de un sistema compuesto por micelas de fosfatidilcolina 

polinsaturada y glicósidos derivados de la raíz del regaliz (Glycyrrhiza glabra) como 

receptores del colesterol con la finalidad de reducir su captación celular. Así, estos 

investigadores comprobaron que a una concentración micelar de 100 g/ml se reduce 

completamente la acumulación intracelular de colesterol en células cultivadas con suero 

aterogénico [35].  

Por otra parte, Li y colaboradores emplearon la afinidad de la heparina por las 

lipoproteínas de baja densidad desarrollando un sistema de nanopartículas magnéticas 

recubiertas con quitosano y funcionalizadas con heparina para su aplicación en el 

tratamiento de enfermedades cardiovasculares. 

Este sistema fue evaluado para separar las LDL del plasma sanguíneo mediante el uso 

de campos magnéticos para recuperar las nanopartículas. Posteriormente, se separaron 

las LDL de la heparina utilizando una disolución 2.5 M de NaCl, permitiendo la 
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reutillización de las nanopartículas. Las nanopartículas mostraron un porcentaje de 

eliminación del LDL entre el 60% y el 70% después de 8 ciclos de captura magnética y 

posterior lavado [36]. 

Yu y colaboradores fabricaron esferas de polivinil alcohol funcionalizadas con ligandos 

de colesterol, ácido sulfónico y dextrano como propuesta para unir las LDL y triglicéridos. 

Estos autores observaron que la relación de colesterol/ácido sulfónico determina la 

eficiencia de adsorción y la selectividad hacia el LDL. Los resultados obtenidos mostraron 

eficiencias de adsorción en sangre del 68 % para el LDL y el 42.5% para los triglicéridos, 

respectivamente, y solo del 10% para el HDL, lo cual es de gran importancia para su 

posible aplicación en terapias de aféresis [37].   

 

4.2.7 Enfoque con nanopartículas para diagnóstico e imagen médica. 

Existe una necesidad de detectar lesiones en los vasos sanguíneos, su estrechamiento 

y/o la formación de ateromas en una etapa temprana mediante la formación de imágenes 

de alta resolución, y que ayuden en la aplicación precisa y segura de los tratamientos 

terapéuticos consiguientes. Así mismo, el diagnóstico y la imagen médica deben de ser 

no invasivos y deben permitir la monitorización en tiempo real de la eficacia del 

tratamiento para poder re-adaptarlo en caso de necesidad. 

Comparados con los agentes de contraste de imagen actuales, los materiales de 

contraste nanoestructurados conjugados a moléculas pequeñas con propiedades de 

contraste ofrecen una retención prolongada en los tejidos y en la circulación sanguínea, 

además de ser fácilmente modificables y funcionalizables para dirigirlos a sus sitios 

específicos de acción [38].  

Por ejemplo, Marrache y Dhar fabricaron nanopartículas dirigidas a sitios apoptóticos, 

utilizando puntos cuánticos como agentes de contraste y mimetizando lipoproteínas de 

alta densidad. Las nanopartículas se diseñaron de tal forma que presentaban un núcleo 

biodegradable de PLGA, y recubiertas por oleato de colesterol y un fosfolípido, y se 

funcionalzaron con cationes de trifenilfosfonio que direccionan la partícula hacia las 

membranas colapsadas de mitocondrias, fenómeno asociado a la apoptosis celular. 

Además, se incorporó a las nanopartículas puntos cuánticos para imagen óptica. Los 
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resultados de los estudios in vitro e in vivo indicaron el potencial de este tipo de 

nanopartículas para el diagnóstico y el tratamiento temprano de ateromas mediante el 

transporte inverso del colesterol [39]. 

Como parte de su trabajo, Park y colaboradores desarrollaron una nueva sonda para 

bioimagen de lesiones ateroscleróticas mediante la conjugación de nanopartículas de 

quitosano modificado hidrofóbicamente con cadenas de glicol (HGC), a las que 

conjugaron el péptido de direccionamiento de placa aterosclerótica (AP-peptide), que se 

una selectivamente a las lesiones derivadas de la aterosclerosis. Las nanopartículas 

fueron además marcadas con el fluoróforo de infrarrojo cercano Cy5.5 para su detección 

posterior mediante tomografía óptica de fluorescencia [40]. Los estudios in vitro 

mostraron que las nanopartículas de HGC-AP se unen de manera completamente 

selectiva a las células endoteliales de aorta bovina (BAEC) activadas con el factor 

apoptótico TNF-, y en muchas mayor cantidad que a las células no activadas. Los 

análisis mediante microscopía confocal demostraron que las nanopartículas de HGC-AP 

se localizaban en la membrana de las células inflamadas. Estos resultados se 

corroboraron en un modelo animal de ratones LDLr -/-, concluyendo que las 

nanopartículas pueden ser utilizadas como sondas para la detección de lesiones 

ateroscleróticas [40].  

En otro trabajo, Hwang y colaboradores analizaron la capacidad de radionúclidos como 

potenciales elementos para imagen y terapia angiogénica guiada para el tratamiento de 

isquemia miocárdica mediante el uso de la tomografía computarizada de emisión de fotón 

único empleando nanogeles de quitosano (de un tamaño entre los 100 y 150 nm de 

diámetro) cargados con el factor de crecimiento VEGF y péptidos asociados a ese factor 

disminuyen los defectos de perfusión sanguínea e incrementan la densidad vascular en 

un modelo murino de isquemia miocárdica [41]. 
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JUSTIFICACIÓN 
Las estrategias preventivas enfocadas al control de los factores de riesgo en 

enfermedades cardíacas tales como el fumar, la tensión arterial, los niveles de glucosa 

o los de colesterol has demostrado tener cierto éxito; no obstante, todavía existen riesgos 

subyacentes elevados, aunque los objetivos del tratamiento prescrito sean 

completamente alcanzados.  

A pesar de la identificación de los procesos de eliminación del colesterol, y de los 

mecanismos inflamatorios y las cascadas de señalización subyacentes a los procesos 

de progresión de la placa ateroesclerótica y su desestabilización, la aplicación de las 

terapias de inhibición sistémica tienen un potencial limitado debido a que sus dianas 

moleculares juegan también un papel primordial en el sistema inmune del cuerpo 

humano.  

La identificación de eventos ateroescleróticos tempranos, sitios de placa vulnerable junto 

con el desarrollo de nuevas terapias localizadas y eficientes son desafíos extraordinarios 

en el tratamiento de la ateroesclerosis que deben de evitar la ocurrencia de eventos 

clínicos agudos como el infarto de miocardio o el ictus. Por ello, las estrategias de 

carácter local, restringidas y combinadas, basadas en la nanomedicina deben de permitir 

la consecución de nuevas plataformas con mejores resultados a nivel diagnóstico y 

terapéutico.  

Por ello, en el presente proyecto se presente explorar el potencial terapéutico de 

nanopartículas híbridas a base de polímeros síntéticos y naturales  

En particular, se diseñarán dos tipos de nanosistemas: i) El primero, formado por 

nanopartículas de ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA), con tamaños entre 160-200 nm 

encapsulando el fármaco atorvastatina y funcionalizadas con quitosano el cual se 

acomplejará con un miRNA biomimético antiinflamatorio (miR-124a, ([5´→3´] 

UAAGGCACGCGGUGAAUGCC)). ii) El segundo de los sistemas se basará en la co-

incorporación del fármaco atorvastatina en el interior de una nanopartícula formada por 

el polímero PLGA y quitosano. La superficie de la misma se funcionalizará con un miRNA 

biomimético antiinflamatorio (miR-124a, ([5´→3´] UAAGGCACGCGGUGAAUGCC)) y 

ligandos que se sobreexpresan en las células endoteliales inflamadas del tejido arterial 
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esclerótico (en particular, VCAM). El tamaño de la nanoplataforma híbrida no excederá 

los 200 nm.  

 

4.3 Comparado con las tecnologías existentes, el presente proyecto ofrece: 

1. La versatilidad de los sistemas basados en nanopartículas permite una modificación a 

la carta de sus propiedades físico-químicas para diseñar nanosistemas multifuncionales 

con las propiedades deseadas (acomodación de varios agentes terapéuticos, diversas 

funcionalizaciones superficiales, etc.). 

2. La aplicación de la acción terapéutica combinada de carácter celular, genético y/o 

químico en un solo nanodispositivo para el tratamiento de la ateroesclerosis, no 

desarrollada hasta el momento. Esta aproximación está basada en la naturaleza 

compleja de la ateroesclerosis y apoyada en estudios preliminares in vitro e in vivo, donde 

la combinación de las terapias génicas basadas en miRNA (que permite “atacar”/alterar 

varias rutas de acción en paralelo en contraste con los siRNA, que sólo actúan contra un 

gen/proteína específico) junto con agentes quimioterapéuticos han mostrado una mayor 

eficacia en el tratamiento del cáncer. 

3. La combinación de materiales y nanosondas sensibles a estímulos permitirá la 

realización de experimentos pioneros en el campo de la bioimagen y terapias 

combinadas en el tratamiento de la arterioesclerosis. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Ácido Poli (D,L-láctico-co-glicolico) (PLGA) de peso molecular 35-45 kDa con una 

proporción de 50:50, Pluronic F127, se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. 

UU.). Se adquirió quitosano de bajo peso molecular (LMW-chitosan, MW = 111 kDa) de 

Fluka (St. Louis, MO, EE. UU.). El suero fetal bovino (FBS) se adquirió de Fisher Scientific 

(Pittsburgh, PA, EE. UU.). El reactivo antifade ProLong® Gold con DAPI y el medio de 

cultivo DMEM, L-glutamina, penicilina/estreptomicina, piruvato de sodio y aminoácidos 

no esenciales MEM (NEAA) se compraron de Invitrogen (Carlsbad, EE. UU.). Todos los 

demás productos químicos y disolventes fueron de grado reactivo (comprados en Sigma-

Aldrich). 

 

4.4.1 Fabricación de nanopartículas de PLGA. 

Las nanopartículas de PLGA se sintetizaron mediante un proceso de nanoprecipitación, 

utilizando acetona como disolvente orgánico y Pluronic F127 como agente estabilizador. 

Brevemente, en una preparación típica, se disolvieron 25 mg de PLGA en 2,5 ml de 

acetona. Cuando correspondía, se añadió una cantidad adecuada de Atorvastatina. Esta 

solución orgánica se añadió gota a gota a 0.166 ml / min hasta 50 ml de F127 al 1% (p / 

v) en agua a 10 ° C y agitación moderada a 250 rpm. La emulsión se homogeneizó con 

una punta de sonicación a 100 W en un baño de hielo durante 15 min. La acetona, la 

atorvastatina no encapsulada y el exceso de estabilizador se eliminaron por agitación 

durante 4 hy la posterior centrifugación dos veces a 9000 rpm durante 30 min. La 

concentración de atorvastatina en el sobrenadante se midió por HPLC utilizando una 

curva de calibración de fármaco obtenida previamente. El sedimento final se dispersó en 

25 ml de agua mediante agitación en vórtex durante 30 segundos y se filtró a través de 

filtros de 0,45 µm (Merck Millipore, EE. UU.).  

 

El quitosano se acomplejó con las nanopartículas de Atorvastatina@PLGA (Atv@PLGA) 

mediante interacciones electrostáticas con quitosano de bajo peso molecular cargado 

positivamente (LMW-chitosan). Primero, se mezclaron 5 mL de la suspensión de 

nanopartículas de Atv@PLGA con 0,25 mL de 1% (w) de LMW-chitosan previamente 

disuelto en ácido acético al 1% (v/v). Después de agitar durante 4 h, las nanopartículas 
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de Atv@PLGA se centrifugaron dos veces a 9000 rpm durante 30 minutos para eliminar 

el quitosano libre y sin adsorber. Luego, la muestra se lavó por centrifugación tres veces 

a 9000 rpm durante 30 minutos a 20 ºC. Posteriormente, se descartó el sobrenadante y 

el sedimento con nanopartículas Atv @ PLGA-Quitosano unidas electrostáticamente se 

redispersó en 5 mL de agua. 

 

4.4.2 Funcionalización de las nanopartículas con anticuerpo VCAM. 

Se incubó una cantidad determinada de anticuerpo con periodato de sodio (NaIO4) 

usando un exceso de NaIO4 (1500 respecto del anticuerpo) en 1 mL de buffer fosfato de 

sodio (Na-P) 10 mM pH 7 en un tubo eppendorf y se dejó incubar a 4 ° C durante 2 horas 

protegido de la luz. Posteriormente se pasó a través de una columna de intercambio PD-

10 (5000Da) con buffer Na-P pH8 10 mM para lavar el exceso del reactivo. 

Se cuantificó la cantidad de anticuerpo después de recuperarse de la columna de 

intercambio. La concentración de anticuerpo se determinó mediante el ensayo de 

Bradford. 

Se incubaron 10 mg de nanopartículas de PLGA@Quitosano aminados con 1 mL de 

Anticuerpo 100 g/ml en Na-P pH 8 10 mM durante 2 horas a 37 ° C. Luego se agregaron 

375 unidades (respeto al anticuerpo) de NaCNBH3 en NaOH 0.1 M para reducir el enlace 

covalente durante 30 minutos a 37 °C. Se lavó con 10 mM MES pH 6 y finalmente se 

incubó con 1% de BSA. 

 

CARACTERIZACIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS. 

4.5.1 Medición del tamaño de las nanopartículas.  

El tamaño promedio de las nanopartículas obtenidas fue determinado por dispersión 

dinámica de luz usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las 

nanopartículas fueron suspendidas en agua y se midieron a 25ºC. Se realizaron tres 

mediciones independientes y los resultados se muestran como la media ± desviación 

estándar. El radio hidrodinámico, RH, se obtuvo para muestras diluidas a partir de 

mediciones de DLS a un ángulo de incidencia de 90 ° mediante el análisis de los datos 

de DLS utilizando el algoritmo CONTIN y aplicando la ecuación de Stokes-Einstein: 
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RH = kT/6D 

(1a) 

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura,  la viscosidad de la solución 

y D el coeficiente de difusión de las partículas en solución diluida. Las mediciones se 

realizaron por triplicado con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y se 

promediaron. 

4.5.2 Medición de potencial zeta de las nanopartículas.  

El potencial zeta de las nanopartículas preparadas fue determinado por velocimetría 

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las nanopartículas 

fueron suspendidas en agua (pH≈6) y las mediciones se llevaron a cabo a 25ºC. Se 

realizaron tres mediciones independientes y los resultados son mostrados como la media 

± desviación estándar. El instrumento midió la movilidad electroforética de las partículas 

y la convirtió al potencial Z utilizando la expresión clásica de Smoluchowski: 

 

 

(1b) 

donde ,  y  denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el 

potencial Z de las partículas y la viscosidad del disolvente, respectivamente. Las 

nanopartículas se suspendieron en agua (pH = 6) y en tampón de fosfato (pH = 7,4) y se 

introdujeron en una célula zeta desechable, transparente, capilar y plegada. Las medidas 

se iniciaron después de alcanzar automáticamente el tiempo determinado por el software 

para el equilibrado de las muestras. 

4.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo.  

Los espectros de infrarrojo de las nanopartículas de PLGA y PLGA-quitosano fueron 

obtenidos en un instrumento Perkin-Elmer® modelo Spectrum GX. Cada espectro es el 

promedio de 16 medidas mediante la detección de la transmitancia en el rango de 400-

4,000 cm-1 con una resolución espectral de 4 cm-1. Los espectros resultantes fueron 
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analizados con el software Spectrum v.10. Las muestras de nanopartículas se midieron 

en pastillade KBr. 

4.5.4 Imágenes de Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM).  

Las imágenes de las nanopartículas se obtuvieron con un microscopio electrónico de 

transmisión Phillips (CM-12, Phillips, Holanda) usando el modo campo claro (BF) con un 

voltaje de aceleración de 120 kV. Se depositaron 200 l de la muestra con nanopartículas 

en una rejilla Formvar® recubierta de cobre, se dejó secar al aire y, posteriormente, se 

agregaron 5 L de ácido fosfotúngstico al 2% (w/v), se dejó secar al aire nuevamente, y 

se procedió a la observación de las rejillas.  

4.5.5 Imágenes de Microscopía Electrónica de Barrido (SEM).  

Se obtuvieron micrografías de las nanopartículas de PLGA utilizando un microscopio 

electrónico de barrido FESEM (Ultra Plus, Zeiss, Alemania) en el modo de alto vacío (HV) 

con un voltaje de aceleración de 30 kV. Se depositaron 200 L de muestra en un sustrato 

de silicio utilizando la técnica de spin coating; posteriormente, se secó la muestra en una 

estufa de vacío (VO 200, Memmert, Alemania) a 50 °C a una presión de 100 mbar por 

espacio de una hora.  

ENSAYOS CON CULTIVOS CELULARES. 

4.6.1 Condiciones estándar de cultivo.  

Se utilizaron las líneas celulares RAW 264.7. y HUVEC. Las células fueron mantenidas 

en medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero 

fetal bovino al 10 % (v/v), 100 U/ml de penicilina, 200 μg/ml de estreptomicina y 2.5 μg/ml 

de estreptomicina. Los cultivos celulares fueron incubados a 37ºC, 5 % de CO2 y una 

humedad del 90 %. 

4.6.2 Ensayos de citotoxicidad.  

El efecto citotóxico de las nanopartículas de PLGA en sus distintas configuraciones fue 

determinado por medio del test de supervivencia CCK8. Para ello, se inocularon 100 μl 

de una suspensión celular (10000 células/mL) en cada pozo de una placa de 96 pozos. 

Después de 24 h de incubación se agregaron 50 μl de una suspensión de nanopartículas 

(suspendidas en agua desionizada). Las concentraciones resultantes de nanopartículas 

fueron desde 2·1010 NP/mL hasta 1011 NP/mL. La citotoxicidad fue medida después de 

24 y 48 h de incubación agregando 10 μl del reactivo CCK8 (1 mg/mL) a cada pozo, las 
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placas fueron incubadas por 1 h y transcurrido este tiempo la densidad óptica fue medida 

a 450 nm. La viabilidad celular relativa fue determinada por la cantidad de CCK8 

metabolizado a formazan y calculada como porcentaje de viabilidad comparada con el 

control (solo agua desionizada). La viabilidad celular fue calculada de la siguiente 

manera: 

 

C.V (%) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
 x 100 

(2) 

 

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con 

nanopartículas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin 

nanopartículas.  

 

4.6.3 Análisis cuantitativo del miRNA. 

Para determinar la eficiencia de encapsulación (EE) y la capacidad de carga (LC) de las 

nanopartículas de PLGA-quitosano, estas fueron centrifugadas a 15000 rpm a 20 °C por 

20 minutos. El contenido de siRNA en el sobrenadante fue medido por espectroscopia 

UV-Vis y de fluorescencia. Previamente se creó una curva de calibración con siRNA 

disuelto en agua libre de RNAsas a 37 °C. Las gráficas de UV-Vis fueron obtenidas a 

260 nm substrayendo las potenciales contribuciones de los residuos de las proteínas a 

280 nm. Las curvas estándar de fluorescencia fueron fijadas a una longitud de onda de 

excitación de 494 nm y recolectadas a una longitud de onda de emisión de 519 nm. Los 

espectros de UV-Vis fueron medidos con el espectrofotómetro Cary Bio 100 UV-Vis 

(Agilent Technologies, USA) mientras que el espectro de fluorescencia fue monitorizado 

con un espectrofotómetro Cary Eclipse (Agilent Technologies, USA). Cada muestra fue 

medida por triplicado de 3 diferentes lotes y promediado. La EE y la LC fueron calculadas 

mediante las siguientes expresiones:  

 

E.E. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100 

(3) 
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L.C. (%) = 
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜−𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒

𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜
 x 100 

(4) 

 

4.6.4 Ensayos ELISA (ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas). 

Se utilizó el kit ELISA de IL-6 de ratón in vitro para la medición cuantitativa de IL-6 en 

células RAW 264.7 tratadas con LPS y nanopartículas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA 

con el objetivo de medir la capacidad de nuestro nanovector de silenciar el gen que 

expresa la proteína IL-6. Se cultivaron en una placa de 96 pozos 10,000 células por pozo, 

después de 24 horas un grupo células fueron tratadas con LPS y otras se dejaron sin 

tratamiento alguno, transcurridas 24 horas, la mitad del grupo estimulado con LPS fue 

tratado con nanopartículas durante 48 y 72 horas. Al finalizar este lapso de tiempo se 

colectaron los sobrenadantes y se procedió a realizar el ensayo ELISA siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los resultados se obtuvieron leyendo la placa de 96 pozos 

en un lector de placas BioRad. 

4.6.5 Determinación de especies reactivas de oxígeno (ROS).  

Se utilizó el kit de ensayo de ROS celular (abcam pcl. UK). El kit de ensayo de especies 

reactivas de oxígeno utiliza el reactivo de permeabilidad celular 2', 7'- di-acetato de di-

clorofluoresceína (DCFDA, también conocido como H2DCFDA), un tinte fluorogénico que 

mide la actividad dentro de la célula de las especies de hidroxilo, peroxilo y otras especies 

reactivas del oxígeno. Después de la difusión en la célula, el DCFDA se desacetila por 

esterasas celulares a un compuesto no fluorescente, que luego se oxida por las ROS en 

2 ', 7' –di-clorofluoresceína (DCF). El DCF es un compuesto altamente fluorescente que 

se puede detectar por espectroscopía de fluorescencia con excitación/emisión a 495 nm 

y 529 nm respectivamente. Así, se procedió a sembrar una placa de 96 pozos con 25,000 

células por pozo. Después de 24 horas de incubación un grupo de células fue tratado 

con LPS y otras se dejaron sin tratamiento; transcurridas 24 horas, a la mitad del grupo 

tratado con LPS se incubó con nanopartículas durante 24 horas. Al finalizar este período 

de tratamiento se procedió a utilizar el kit siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 

resultados se mediante un lector de fluorescencia FLUOstar Omega (BMG Labtech).  
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IMÁGENES DE MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA.  

4.7.1 Internalización de nanopartículas con siRNA.  

Como prueba de concepto se utilizó un siRNA no codificante marcado con una sonda 

fluorescente para probar la capacidad de nuestros nanosistemas para internalizar 

material genético en las células. Se cultivaron células RAW 264.7 en cristales de cultivo 

recubiertos con poli-L-lisina (12x12 mm2) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 ml, 

1x105 células por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. A 

continuación, se descartó el medio de cultivo, se redispersaron 300 l de nanopartículas 

PLGA-quitosano-siRNA en medio de cultivo celular con FBS al 10% (v/v) para obtener 

una concentración final de 2·1010 NP/mL y se agregaron a cada pozo.  Después de 6 h 

de incubación, las células que contenían nanopartículas y las células de control sin 

tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7,4; a continuación, se fijaron con 

paraformaldehído al 4% (w/v) durante 10 min, se lavaron con PBS, se permeabilizaron 

con 0,2% (w/v) de Triton X-100, y se tiñeron finalmente con BODIPY- Phalloidin durante 

30 minutos. Pasado este tiempo las células se lavaron tres veces con PBS, el cubre 

objetos se montó en un portaobjetos de vidrio, se agregó una gota de resina de montaje 

con DAPI, se colocó un cubreobjetos y se dejó curar la resina durante 24 horas a -20 °C 

antes de observarlas al microscopio de epifluorescencia Leica DMI6000B con un sistema 

modular Leica AF6000 y equipado con una cámara DFC3665FX (Leica Microsystems 

GmbH, Alemania).  

4.7.2 Cambio de morfología.  

Se evaluó el cambio en la morfología de las células RAW 264.7 debido a la estimulación 

con LPS y el efecto de nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA 

para revertir dicha estimulación. Para ello, se cultivaron células RAW 264.7 en cristal de 

cultivo recubierto con poli-L-lisina (12x12 mm2) colocados dentro de placas de 6 pocillos 

(3 ml, 1x105 células por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. A 

continuación, se descartó el medio de cultivo, se redispersaron 300 l de nanopartículas 

Atv@PLGA-quitosano-miRNA en medio de cultivo celular con FBS al 10% (v/v) para 

obtener una concentración final de 2·1010 NP/mL y se agregaron a cada pozo. Después 

de 24 horas, un grupo células fueron tratadas con LPS y otras se dejaron sin tratamiento 

alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del grupo tratado con LPS se le añadieron las 
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nanopartículas y se inciubaron adicionalmente durante 72 horas. Después de pasado 

ese periodo de tiempo, las células que contenían nanopartículas y las células de control 

sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su 

observación al microscopio de fluorescencia. 

4.7.3 Internalización de Ox-LDL.  

Se evaluó el cambio en la internalización de la lipoproteína de baja densidad oxidada 

(Ox-LDL) en las células RAW 264.7 en presencia de la estimulación con LPS y 

evaluándose el efecto inhibidor de la nanoplataforma Atv@PLGA-quitosano-miRNA para 

disminuir la internalización debido a la estimulación. Para ello, se cultivaron células RAW 

264.7 en cristal de cultivo recubierto con poli-L-lisina (12x12 mm2) colocados dentro de 

placas de 6 pocillos (3 ml, 1x105 células por pocillo) durante 24 horas con medio DMEM 

deficiente en FBS y en condiciones de cultivo estándar. Un grupo células fueron tratadas 

con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del 

grupo tratado con LPS se le administraron las nanopartículas, y se incubraon durante 24 

horas. Pasado  este tiempo se retiró el medio de cultivo sin FBS y se sustituyó con medio 

DMEM con 10% (v/v) de FBS, se utilizó la lipoproteína oxidada (Ox-LDL) acoplada a la 

sonda fluorescente DiI (tinte catiónico lipofílico de indocarbocianina) y se incubó por 4 

horas siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de ese periodo de tiempo, las 

células que contenían nanopartículas, las células estimuladas con LPS y las células de 

control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4. Después de pasado ese 

periodo de tiempo, las células que contenían nanopartículas y las células de control sin 

tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su observación 

al microscopio de fluorescencia. 

4.7.4 Expresión de los receptores VCAM e ICAM-1.  

Se evaluó el aumento en la expresión de los receptores transmembrana VCAM e ICAM-

1 de las células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) provocada por la 

estimulación con LPS y el impacto de nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-

quitosano-miRNA funcionalizadas con el anticuerpo Anti-VCAM para atenuar el efecto 

de dicha estimulación. Se cultivaron células HUVEC en cristal de cultivo recubierto con 

poli-L-lisina (12x12 mm2) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 ml, 1x105 células 

por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. Un grupo células fueron 
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tratadas con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la 

mitad del grupo tratado con LPS se le añadió nanopartículas y se incubaron durante 24 

horas. Después de este tiempo se sustituyó el medio de cultivo con medio fresco; a 

continuación, se agregaron los anticuerpos anti-CD106-PE (anti-VCAM) y anti-CD54-

FITC (anti-ICAM-1) marcados cada uno con una sonda fluorescente de distinto color 

(inmunomarcaje) siguiendo las instrucciones del fabricante para la observación de las 

muestras en el microscopio de fluorescencia. Se incubaron las células por 4 horas en 

condiciones estándares de cultivo y en completa oscuridad. Después de ese periodo de 

tiempo, las células que contenían nanopartículas, las células estimuladas con LPS y las 

células de control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 Después de 

pasado ese periodo de tiempo, las células que contenían nanopartículas y las células de 

control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su 

observación al microscopio de fluorescencia. 

 

ENSAYO DE CITOMETRÍA DE FLUJO 

4.8.1 Captación celular de Ox-LDL.  

Se evaluó el cambio en la internalización de la lipoproteína de baja densidad oxidada 

(Ox-LDL) en las células RAW 264.7 y HUVEC debido a la estimulación con LPS y al 

efecto de la nanoplataforma Atv@PLGA-quitosano-miRNA para disminuir su 

internalización debido a la estimulación. Para ello, se cultivaron células RAW 264.7 en 

placas de 6 pocillos (3 ml, 5x105 células por pocillo) con medio DMEM deficiente en FBS 

durante 24 horas en condiciones de cultivo estándar. Un grupo células fueron tratadas 

con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del 

grupo tratado con LPS se le adminsitraron nanopartículas y se incubaron 24 horas. 

Pasado este tiempo se retiró el medio de cultivo sin FBS y se sustituyó con medio DMEM 

con 10% (v/v) de FBS, se añadió la lipoproteína oxidada (Ox-LDL) acoplada a la sonda 

fluorescente DiI (tinte catiónico lipofílico de indocarbocianina) a una concentración de 10 

g/mL y se incubó durante 4 horas siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 

macrófagos se lavaron con PBS tres veces para eliminar el exceso de lipoproteína, y se 

digirieron con tripsina al 0,25% (v/v) durante 8 minutos. Pasado este tiempo, las células 

se centrifugaron a 1200 rpm durante 4 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet 
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se lavó con PBS tres veces para eliminar los restos de tripsina. Las células se 

resuspendieron en 200 ml de PBS y,a  continuación, se midió la fluorescencia de las 

células mediante citometría de flujo utilizando un equipo Guava easyCyte (Millipore, 

USA), y los resultados fueron analizados mediante el software del equipo. 
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RESULTADOS 

4.9.1 Caracterización de las nanopartículas de PLGA.  

El tamaño promedio de las nanopartículas de PLGA en sus distintas configuraciones 

suspendidas en agua desionizada se muestra de manera resumida en la Tabla 1. 

También se muestran algunas graficas representativas de las distribuciones de tamaño 

de las mismas (Figuras 6,7 y 8). 

 

Tabla 1. Tamaño promedio de las nanopartículas de PLGA suspendidas en agua desionizada. Promedio 

de múltiples mediciones independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Gráfica de la distribución de tamaño de nanopartículas de PLGA. 

 

Nanopartículas Tamaño (nm) PDI 

PLGA 164 ± 7 011 

PLGA@quitosano 194 ± 9 0.18 

Atv@PLGA-quitosano-miRNA 209 ± 9 0.19 
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Figura 7. Gráfica de la distribución de tamaño de nanopartículas de PLGA-quitosano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gráfica de la distribución de tamaño de nanopartículas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA. 

 



147 
 

4.9.2 Potencial zeta.  

Los resultados del potencial zeta son los mostrados en la Tabla 2. Se observa que el 

potencial zeta de las nanopartículas de PLGA se invierte cuando se añade el quitosano 

debido a la presencia de los grupos NH2 en su estructura molecular, lo que confirma su 

recubrimiento satisfactorio y tiene una ligera disminución al funcionalizar las 

nanopartículas con el miRNA. 

 

 

 

Tabla 2. Potencial zeta promedio de las nanopartículas de PLGA suspendidas en agua desionizada. 

Promedio de múltiples mediciones independientes. 

Nanopartículas Potencial Zeta (mV) 

PLGA -26.50 ± 6.60 

PLGA@Quitosano 18.80 ± 4.10 

Atv@PLGA-Quitosano-miRNA 14.20 ± 6.44 

 

También se muestran algunas graficas representativas de los potenciales zeta de las 

nanopartículas obtenidas (Figuras 9,10 y 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Gráfica de potencial zeta de las nanopartículas de PLGA. 
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Figura 10. Gráfica de potencial zeta de las nanopartículas de PLGA-quitosano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gráfica de potencial zeta de las nanopartículas de Atv@PLGA-quitosano-VCAM. 
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4.9.3 Imágenes de microscopía electrónica de transmisión.  

En la figura 12 se muestran las micrografías TEM de las nanopartículas de PLGA 

“desnudas” y recubiertas con quitosano. Estas muestran una morfología cuasi-esférica y 

un tamaño algo inferior al observado mediante las medidas de DLS, como consecuencia 

del proceso de secado implíctio en la metodlogí experimental de TEM, que provoca una 

contracciçon de las cadenas poliméricas que formas las NPs, por tanto, disminuyendo 

ligeramente su tamaño. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12. Imágenes de microscopia electrónica de transmisión de nanopartículas de PLGA (Izquierda) y 

de PLGA recubiertas de quitosano (Derecha). 

 

 

4.9.4 Imágenes de microscopía electrónica de barrido.  

En las figuras 15, 16 y 17 se muestran las micrografías de las nanopartículas de PLGA, 

para las distintas configuraciones. Al igual que suce de en TEM, las nanopartículas 

poliméricas muestran una morfología cuasi-esférica con un rango de tamaños muy 

similar al determinado previamente mediante las demás tecnicas experimentales, así 

como una superficie regular sin protuberancias. 
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a)                                                                         b) 
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Figura 13. Imágenes de microscopia electrónica de barrido de a) nanopartículas de PLGA, b) 

nanopartículas de PLGA@quitosano y c) nanopartículas de Atv@PLGA-quitosano. 

 

 

4.9.5 Espectros de FTIR.  

Los espectros FTIR se utilizaron para comprobar la exitosa funcionalziación de la 

superficie de las NPs de PLGA con las cadenas de quitosano. En el espectro FTIR los 

picos asignados al estiramiento de −OH se observaron a 3400 cm-1. Los picos 

correspondientes a los enlaces de −CH-, −CH2 y −CH3 se encontraron en el rango de 

2897−2986 cm−1 [42]. Es importante destacar que las vibraciones de amida I y II se 

observaron a 1667 cm-1 y 1600 cm-1, respectivamente. Los enlaces entre 916 cm−1 y 

1187 cm−1 se asignaron a la vibración de estiramiento N−H. En el espectro FTIR de las 
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nanopartículas de PLGA, los enlaces que se atribuyen a las vibraciones de estiramiento 

de carbonilo (−C=O) y C−O−C se observaron a 1713 cm-1 y 1094 cm-1, respectivamente 

[43]. 

Por el contrario, el espectro de las nanopartículas de PLGA-quitosano en ausencia del 

fármaco (Fig. 14) mostró todas las bandas características correspondientes a las 

cadenas de quitosano y PLGA: estiramiento –OH (3400 cm−1), estiramientos −CH, −CH2 

y −CH3 (2773−2995 cm−1), vibración de estiramiento del grupo carbonilo −C=O (1708 cm-

1), vibración de la banda amida II (1531 cm-1), y estiramiento del grupo C−O−C (1094 cm-

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Espectro de FTIR de las nanopartículas de PLGA y PLGA-quitosano en el que se confirma la 

funcionalización de las nanopartículas. 

 

ENSAYOS CON CULTIVOS CELULARES. 

4.10.1 Ensayos de citotóxicidad.  

Se evaluó la viabilidad celular de la plataforma Atv@PLGA-quitosano utilizando distintas 

concentraciones de nanopartículas desde 2·1010 NP/mL hasta 1011 NP/mL, mediante el 

estudio de viabilidad celular CCK8 a 24 y 48 horas de incubación. Como se puede 

observar en la Figura 15 no se encontró que las partículas de Atv@PLGA-quitosano 
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resultaran tóxicas para las células RAW 264.7. para que un compuesto o molécula se 

considere tóxico debe exhibir una mortalidad celular en las placas de cultivo superior al 

25% (FDA, 2015).  

Además, se analizó la viabilidad de los macrófagos tras su estimulación con 

lipopolisacáridos de la bacteria Escherichia coli (LPS) para provocar una reacción de 

inflamación en estas células RAW 264.7. Para ello, se realizó un barrido de 

concentraciones desde 10 ng/mL hasta los 100 ng/mL, observándose un aumento en la 

viabilidad de las células a medida que aumentaba la concentración de LPS (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. a) Efecto citotóxico en células RAW 264.7 de las nanopartículas Atv@PLGA-quitosano en el 

rango de concentraciones comprendido entre 2·1010 - 1011 NP/mL durante 24 h de incubación. b) Efecto 

citotóxico en células RAW 264.7 del lipopolisacárido de Escherichia coli en el rango de concentraciones 

comprendido entre 10 ng/mL hasta 100 ng/mL. 

 

Se evaluó la viabilidad de las nanopartículas de PLGA en sus diferentes configuraciones 

utilizando una concentración 2·1010 NP/mL para elucidar un posible efecto efecto tóxico 

del recubrmimiento con quitosano y el acomplejamiento con el miRNA. Como se puede 

observar en la Figura 16, la funcionalización no le confiere a las nanopartículas un efecto 

tóxico que pueda afectar a la viabilidad de las células RAW. 264.7 
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Figura 16. Efecto citotóxico en células RAW 264.7 de las nanopartículas de PLGA, PLGA-quitosano, 

Atv@PLGA-quitosano y Atv@PLGA-quitosano-siRNA. 

 

Sin embargo, para el barrido de concentracones de nanoaprtículas se puede observar 

un aumento en la viabilidad de las células RAW 264.7, dicho aumento se debe a la 

naturaleza de las células, ya que al ser macrófagos proliferan en presencia de 

biomoléculas o agentes xenobióticos como método de defensa para el reconocimiento, 

marcaje y posterior eliminación de los mismos [44].  

En resumen, hemos utilizado esta línea celular como modelo de inflamación y de 

formación de células espumosas de etapa temprana en la formación de placa 

aterosclerótica. Realizando los ensayos de viabilidad y estableciendo los parámetros 

para futuros ensayos decidimos utilizar la concentración de 2·1010 NP/mL de Atv@PLGA-

quitosano y 100 ng/mL de LPS. 
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4.10.2 Ensayos ELISA.  

La interleucina 6 (IL-6) es una proteína multifuncional de 26 kD descubierta originalmente 

en el medio de las células fibroblastoides estimuladas con ARN. La IL-6 está 

directamente involucrada en las respuestas que ocurren después de la infección y la 

lesión celular, y es producida por fibroblastos, células T activadas, monocitos o 

macrófagos activados y células endoteliales. Además, junto con  la IL-1 y el TNF-a son 

las encargadas de regular generalmente la respuesta inflamatoria en fase aguda [45].  

La IL-6 actúa sobre una variedad de células que incluyen células progenitoras mieloides, 

células T, células B y hepatocitos. Además, la IL-6 parece interactuar con la IL-2 en la 

proliferación de linfocitos T [46], y potencia el efecto proliferativo de la IL-3 sobre los 

progenitores hematopoyéticos multipotenciales. Además, esta citoquina desempeña un 

papel crítico en la diferenciación de las células B a células plasmáticas, es un factor de 

crecimiento potente para el plasmacitoma y el mieloma, y un suplemento de cultivo muy 

útil para la generación de un gran número de hibridomas productores de anticuerpos. 

Producida principalmente en sitios de inflamación aguda y crónica, la IL-6 se secreta en 

el suero e induce una respuesta inflamatoria transcripcional a través del receptor de 

interleucina 6 alfa [47]. El funcionamiento de la IL-6 está implicado en una amplia 

variedad de estados de enfermedad asociados con la inflamación, incluida la diabetes 

mellitus, la artritis reumatoide juvenil sistémica, así como en diversas enfermedades 

cerebrovasculares y cardiovasculares [45-47].  

Así, en este trabajo procedimos, pues, a evaluar el potencial de nuestra nanoplataforma 

Atv@PLGA-quitosano-miRNA para silenciar el ARN mensajero que codifica la IL-6 en 

macrófagos de ratón utilizando, para ello, la línea celular RAW.264.7. Se utilizó un kit de 

inmunoensayo ELISA para medir la concentración de IL-6 en medio de cultivo celular 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello, un grupo de células fue tratado 

previamente con LPS para promover la activación de la IL-6. De igual manera, otro grupo 

de células previamente tratadas con LPS fueron tratadas con nuestra plataforma para 

comprobar el efecto de inhibición del miRNA y la disminución de la concentración de IL-

6 en el medio de cultivo. Se evaluó, así, la eficacia de 3 concentraciones distintas de 

miRNA (10, 50 y 100 pmoles/mL). Todos los experimentos fueron llevados a cabo por 

triplicado en las mismas condiciones de cultivo después de 24 y 48 horas de incubación, 
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y se usó un grupo de células sin estimulación como control negativo. La medida del 

inmunoensayo se llevó a cabo al momento. 

Así, se observó que a las 24 post-estimulación con LPS, las células tuvieron 12.61 pg/mL 

de IL-6, el doble de concentración con respecto a las células control, las cuales arrojaron 

una lectura de 6.27 pg/mL. Las células que fueron tratadas con las distintas 

concentraciones de miRNA, 10, 50 y 100 pmoles/mL mostraron una disminución en la 

concentración de IL-6 en el medio celular a 10.08, 9.72 y 7.36 pg/mL respectivamente. 

Se realizó también una medición a las 48 horas posteriores a la estimulación con LPS, 

encontrando un aumento considerable en las células tratadas con LPS con respecto al 

control, llegando a aumentar 5 veces el nivel de las células control, 5.18 pg/ml para las 

células control y 26.12 para las células tratadas con LPS. En el caso de las células 

tratadas con distintas concentraciones de miRNA, nuevamente la concentración de IL-6 

tiende a disminuir conforme aumenta la concentración de miRNA como se muestra en la 

Tabla 3. La tendencia se hace evidente al comparar gráficamente las concentraciones 

para ambos tiempos, 24 y 48 horas (Fig. 16). Este efecto es esperado y deseado a la 

hora de utilizar nuestras nanopartículas como un vehículo de transporte del material 

genético de interferencia para inhibir la expresión de la IL-6, una de las principales 

señales de inflamación celular, que desencadena una serie de reacciones metabólicas 

al interior de las células, que pueden derivar en un daño celular y la formación de células 

“espumosas” durante la formación de la placa aterosclerótica [48]. 

 

 

Tabla 3. Concentración de IL-6 medida mediante ELISA en medio celular de las nanopartículas de PLGA 

con distintas concentraciones de miRNA. Promedio de múltiples mediciones independientes. 

 Control LPS PLGA10 PLGA50 PLGA100 

24 horas 6.27 ± 0.709 12.61 ± 1.539 10.08 ± 1.069 9.72 ± 0.731 7.36 ± 1.026 

48 horas 5.18 ± 1.215 26.12 ± 1.301 20.85 ± 1.013 17.1 ± 1.818 10.08 ± 1.161 
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Figura 17. Determinación de las concentraciones de IL-6 en medio celular medida mediante ensayo ELISA 

tras 24 y 48 horas de incubación en presencia de las nanopartículas de PLGA con distintas 

concentraciones de miRNA. Los datos son el promedio de tres medidas independientes.  

 

 

4.10.3 Determinación de especies reactivas de oxígeno (ROS).  

Un radical libre se define como una molécula reactiva con uno o más electrones no 

apareados que podrían existir independientemente. Especies reactivas de oxígeno 

(ROS) es un término colectivo que incluye radicales de oxígeno, como los radicales 

hidroxilo (HO), peroxilo (ROO) y superóxido (O2), y agentes oxidantes no radicales, como 

el peróxido de hidrógeno (H2O2) [49]. Durante el proceso del metabolismo humano se 

pueden formar ROS. Cuando están presentes en exceso, las ROS pueden causar el 

daño oxidativo de biomacromoléculas como los lípidos, las proteínas y el ADN, lo que 

puede llevar al desarrollo de varias patologías como las enfermedades cardiovasculares, 

el cáncer y el envejecimiento [50]. 
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La inflamación, como respuesta a una lesión o infección tisular, es vital para el cuerpo 

cuando se enfrenta a microbios invasores, xenobióticos o enfermedades. La respuesta 

inflamatoria está regulada principalmente por las citoquinas, los eicosanoides y el óxido 

nítrico (NO) liberados por las células lesionadas o infectadas, y desempeña un papel 

importante en la progresión de la inflamación.  

La aterosclerosis es el resultado de una respuesta inflamatoria iniciada por la retención 

intracelular de lipoproteínas que contienen apolipoproteína B, ricas en colesterol, en 

áreas susceptibles de la vasculatura arterial [51]. Las lipoproteínas que están 

secuestradas en la pared arterial son susceptibles a diversas modificaciones (como la 

oxidación, la escisión enzimática y no enzimática y la agregación), que hacen que estas 

partículas sean proinflamatorias y que induzcan la activación del endotelio suprayacente. 

La respuesta inmune resultante está mediada por el reclutamiento de células derivadas 

de monocitos en el espacio subendotelial, donde estas células se diferencian en 

fagocitos mononucleares que ingieren las lipoproteínas normales y modificadas 

acumuladas, que las transforman en células de espuma cargadas de colesterol. 

Las células espumosas, típicamente clasificadas como un tipo de macrófago, persisten 

en las placas, lo que promueve la progresión de la enfermedad. Aunque el aclaramiento 

de las lipoproteínas por los macrófagos es probable que sea beneficioso al comienzo de 

esta respuesta inmunitaria, hay poca retroalimentación negativa después de la captación 

y, por lo tanto, estas células se llenan de lípidos. La desregulación resultante del 

metabolismo de los lípidos altera el fenotipo de los macrófagos y compromete funciones 

inmunitarias cruciales. 

En particular, los macrófagos que se acumulan en las placas ateroscleróticas parecen 

tener una capacidad disminuida para migrar, lo que contribuye a su incapacidad para 

resolver la inflamación y a la potenciación de la progresión de estas lesiones a placas 

complejas más avanzadas en las que participan otros subconjuntos de células 

inmunitarias y células vasculares del músculo liso en el proceso inflamatorio [52]. En 

estas placas avanzadas, los macrófagos continúan siendo los principales contribuyentes 

a la respuesta inflamatoria a través de la secreción por su parte de mediadores pro-

inflamatorios (incluidas las quimiocinas, citoquinas y especies reactivas de oxígeno y 
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nitrógeno) [53] y proteasas degradadoras de la matriz, hasta su muerte final por necrosis 

o apoptosis. 

Los macrófagos moribundos liberan sus contenidos lipídicos y factores tisulares, lo que 

conduce a la formación de un núcleo necrótico pro-trombótico. Este núcleo necrótico es 

un componente clave de las placas inestables, y contribuye a su ruptura y al coágulo de 

sangre intravascular resultante que subyace al infarto de miocardio y al derrame cerebral. 

Dado que los macrófagos de la placa son cruciales en la aterogénesis, los principales 

mecanismos relacionados con la actividad de los macrófagos, incluyendo la inflamación, 

el estrés oxidativo, el metabolismo de los lípidos y la proliferación, se consideran posibles 

dianas terapéuticas [54]. Es, por ello, que la producción de ROS juega un papel 

determinante en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares.  

En la actualidad, se utilizan una amplia gama de fármacos para reducir la formación de 

la placa aterosclerótica, entre los principales fármacos están las estatinas, utilizadas para 

la reducción del colesterol sanguíneo inhibiendo la enzima HMG-CoA reductasa, que 

controla la velocidad de la vía del mevalonato, encargada de la producción de colesterol. 

Se ha logrado encapsular estatinas [55] para su liberación controlada y aumentar su 

efecto preventivo en la formación de la ateroesclerosis, mediante el mecanismo arriba 

mencionado. Así mismo, se ha comprobado el efecto de las estatinas en la disminución 

de la producción de las especies reactivas de oxígeno [55]. Por lo tanto, realizamos una 

serie de ensayos in vitro para evaluar el efecto de nuestra nanoplataforma en la 

producción de ROS en macrófagos. 

Se procedió a medir la producción de ROS después de 24 horas mediante el kit DCFDA 

en un grupo células sin ninguna modificación que actuaron como control negativo (-), un 

grupo de células estimuladas con el reactivo incluido en el kit, las cuales actuaron como 

control positivo (+), un grupo de células tratadas con LPS a 100 ng/mL y otro a 500 

ng/mL, tres grupos de células estimuladas con 100 ng/mL de LPS y a las que se le 

agregaron distintas concentraciones de nanopartículas de PLGA, correspondientes a 

1·1010, 2·1010 y 4·1010 NP/mL se dejaron sin tratamiento alguno, transcurridas 24 horas, 

la mitad del grupo tratado con LPS fue tratado con nanopartículas durante 24 horas. Al 

finalizar este periodo de tratamiento se procedió a utilizar el kit siguiendo las indicaciones 
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del fabricante. Los resultados se obtuvieron al leer la placa de 96 pozos en un lector de 

fluorescencia FLUOstar Omega (BMG Labtech).  

Como se muestra en la figura 18, la producción de ROS aumentó en las células RAW 

264.7 estimuladas por LPS, mientras que con el tratamiento de las nanopartículas 

Atv@PLGA-Quitosano-miRNA, la sobreproducción de las especies reactivas de oxígeno 

se suprimió significativamente de una manera independientemente de la dosis aplicada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Producción de especies reactivas de oxígeno en células RAW 264.7 medida a 24 horas 

después de la estimulación con LPS y tratadas con distintas concentraciones de nanopartículas de 

Atv@PLGA-quitosano-miRNA. Promedio de múltiples mediciones independientes.  

 

4.10.4 Internalización de nanopartículas con siRNA.  

Como primera prueba de concepto, nuestra nanoplataforma fue funcionalizada con un 

siRNA acoplado a una sonda fluorescente de isotiocianato de fluoresceína (FTIC) para 

analizar la capacidad de internalización de la misma dentro de la célula. Se hicieron 

varios ensayos donde se tomaba como control negativo células sin nanopartículas ni 
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siRNA, como control positivo células con siRNA administrado libre a una concentración 

equivalente al material genético de las nanopartículas y, por último, nuestra 

nanoplataforma PLGA-quitosano-siRNA. Como se muestra en la Figura 19, las células 

control no muestran ninguna fluorescencia en el canal verde como es esperable.  

El efecto específico de silenciamiento génico de los miRNA los convierte en herramientas 

útiles para la identificación y validación de objetivos en el descubrimiento y desarrollo de 

fármacos [57, 58]. 

Dado que los miRNA tienen múltiples dianas de mRNA y la alteración de sus funciones 

contribuye al desarrollo de muchas enfermedades, incluidos los cánceres, los trastornos 

neurodegenerativos y las enfermedades cardiovasculares, su uso clínico como 

biomarcadores y en el diagnóstico se está desarrollando rápidamente [59]. 

Además, tanto los siRNA como los miRNA tienen un enorme potencial como agentes 

terapéuticos. Pueden superar la limitación principal de las moléculas de fármacos 

pequeños tradicionales, que solo pueden dirigirse a ciertas clases de proteínas. Incluso 

para los medicamentos basados en proteínas, incluidos los anticuerpos monoclonales 

que son altamente específicos, sus objetivos se limitan principalmente a los receptores 

de la superficie celular o las proteínas circulantes. 

Por el contrario, los siRNA y miRNA pueden regular negativamente la expresión de 

prácticamente todos los genes y sus transcripciones de mRNA. Dado que muchas 

enfermedades resultan de la expresión de genes no deseados o mutados, o de la 

sobreexpresión de ciertos genes normales, el descubrimiento de siRNA y miRNA abre 

un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento de enfermedades al identificar genes 

que están involucrados causalmente en el proceso patológico [60]. Se han investigado 

diversas estrategias, como la encapsulación o acomplejamiento con polímeros 

biocompatibles para mejorar su estabilidad en sistemas biológicos [65,66].  

Considerando el papel que desempeñan los miRNA en los procesos de expresión de 

genes y la traducción a proteínas, en particular de la proteína interleucina 6 (IL-6) una de 

las promotoras de los procesos de inflamación celular y uno de los principales 

indicadores de formación de placa ateroesclerótica, decidimos evaluar la capacidad de 

nuestra nanoplataforma de trasportar material genético de interferencia, puntualmente 

miRNA, para silenciar la expresión del gen de la IL-6.  
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En la figura 19 se muestran también las imágenes de las células RAW 264.7 tratadas 

con 100 nmoles de siRNA fluorescente libre. En las imágenes podemos ver sitios donde 

hay una fluorescencia muy tenue en el canal verde, que implica una muy pequeña 

incorporación del siRNA, al interior celular como consecuencia de la gran degradación 

que sufre por las nucleasas plasmáticas y citoplasmáticas. La corta duración de los 

efectos silenciadores de los genes inhibidos por siRNA y miRNA libres junto con su mala 

estabilidad en los sistemas biológicos es uno de los principales obstáculos para su 

aplicación directa como agentes terapéuticos [61,62]. El siRNA/miRNA se degrada 

rápidamente por endo y exonucleasas y se elimina rápidamente por filtración renal 

debido a su masa molecular baja (~ 13 kDa) [63,64], por lo cual estos resultados eran 

esperados. Por otro lado, podemos observar que las células tratadas con nuestra 

nanoplataforma PLGA-quitosano-siRNA muestran un incremento en la fluorescencia con 

respecto a las células tratadas únicamente con siRNA libre gracias ala protección 

ofrecida por la nanopartícula y la liberación controlada y sostenida del agente génico en 

el tiempo dentro de las células.  

Se ha demostrado que las nanopartículas poliméricas alteran y mejoran las propiedades 

farmacocinéticas y farmacodinámicas de varias moléculas bioactivas. Las propiedades 

mencionadas anteriormente de las nanopartículas poliméricas se pueden aplicar para 

superar algunas de las limitaciones de los enfoques de administración de fármacos 

tradicionales [66]. Las nanopartículas poliméricas se han utilizado in vivo para proteger 

el fármaco en la circulación sistémica y para administrar el fármaco a un ritmo controlado 

en el sitio de acción, al tiempo que minimiza los efectos secundarios indeseables [68]. 

Las nanopartículas basadas en polímeros son utilizadas, en múltiples ensayos, para la 

administración conjunta de siRNA y agentes terapéuticos. Las nanopartículas de PLGA 

han demostrado ser biocompatibles y no tóxicas en varios estudios [69,70]. 
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Figura 19. Imágenes de microscopía de fluorescencia de la internalización de siRNA en células RAW 

264.7 como control negativo de la internalización de miRNA.  Los núcleos se tiñeron con DAPI (canal azul), 

membranas celulares con Bodipy-faloidina (canal rojo), mientras que el siRNA se modificó con una sonda 

FITC (canal verde). 
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4.10.5 Cambio de morfología.  

Los macrófagos son críticos tanto para la respuesta inmune innata como para la 

adaptativa, debiendo desarrollarse y responder a cambios rápidos en el microambiente. 

La inflamación resultante de patógenos o daño tisular activa los macrófagos residentes 

para iniciar o aumentar la producción de citoquinas proinflamatorias y otros mediadores 

inflamatorios [71]. Sin embargo, los macrófagos son igualmente críticos en la resolución 

de la inflamación al producir citoquinas y quimiocinas antiinflamatorias y al aumentar la 

actividad fagocítica. 

Sobre la base de los conceptos de polarización Th1/Th2 [72], los macrófagos 

fenotípicamente polarizados se denominan generalmente pro-inflamatorios M1 o que se 

activan de forma clásica, y antiinflamatorios M2 o alternativamente activados [73,74]. 

Experimentalmente, los macrófagos in vitro son polarizados al estado M1 mediante un 

tratamiento con IFN-g e inductores de TNF-a, como el lipopolisacárido (LPS) u otros 

productos bacterianos [75]. Los macrófagos M1 inducen la síntesis y regulación positiva 

de varias citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, entre las que se encuentran TNF-a, 

IL-12, IL-6, CCL2 e IL-1b, así como una mayor producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y nitrógeno [76]. 

Las estatinas, como inhibidores de la reductasa de hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-

CoA), se usan ampliamente como fármacos reductores de los niveles de lípidos en 

sangre. En los últimos años, a las estatinas además se les han atribuido efectos inmuno-

moduladores y antiinflamatorios, y se están utilizando en el tratamiento de enfermedades 

inmunológicas y cardiovasculares, como la esclerosis múltiple, la artritis reumatoide y la 

aterosclerosis [77,78,79]. 

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, a continuación, se procedió a evaluar 

la efectividad de nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA para 

revertir el efecto de polarización de los macrófagos de ratón RAW 264.7.  

Como se muestra en la Figura 20, las células control muestran una morfología esférica 

en las imágenes de microscopía de fluorescencia, sin cambio en su morfología y, por 

tanto, con un estado compatible a la ausencia de cualquier proceso inflamatorio. 
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Figura 20. Imágenes de microscopía de fluorescencia del cambio en la morfología de células RAW 264.7.  

Los núcleos se tiñeron con DAPI (canal azul), membranas celulares con Bodipy-faloidina (canal rojo).  
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En la figura 20 se muestran las células estimuladas con LPS como control positivo, las 

cuales muestran una morfología polarizada, esto es, con ramificaciones en el 

citoesqueleto características del estado M2, proceso posterior a la reacción inflamatoria 

desencadenada por la liberación de TNF- e IL-6. 

De igual manera, se muestran las células estimuladas con LPS y posteriormente tratadas 

con nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA. Estas células 

muestran una morfología cuasi-esférica, sin ramificaciones muy pronunciadas o 

evidentes en el citoesqueleto. Nuestro sistema tiene está funcionalizado con miR-124a, 

encargado de la inhibición de la expresión de los genes precursores de IL-6, uno de los 

principales afectores junto al TNF- de la reacción de inflamación. Las imágenes son 

una evidencia de que nuestro sistema es capaz de detener el proceso inflamatorio 

inhibiendo la expresión de IL-6 y evitando la polarización de las células RAW 264.7. El 

proceso de polarización desencadena mediante proceso metabólicos posteriores la 

adhesión de los macrófagos a las células endoteliales y una posterior formación del 

ateroma.  

Estos resultados nos indican que el tratamiento de las células con nuestro sistema 

Atv@PLGA-quitosano-miRNA no solo suprime la activación de la IL-6 estimulada por 

LPS, sino que también puede inhibir la polarización de las células RAW 264.7. Estos 

resultados concuerdan con resultados previamente obtenidos, por ejemplo, en células 

BV2 de microglia de ratón tratadas con simvastatina, otro fármaco de la familia de las 

estatinas. Los hallazgos de este estudio indicaron que el tratamiento previo de las células 

BV2 con simvastatina no solo suprime la activación de la vía de señalización de Notch 

(regulación de la expresión de Notch1, Jagged-1 y Hes1), sino que también puede inhibir 

la producción/secreción de marcadores de polarización M1 (IL-12T, TNF-α, iNOS y 

CD16/32) inducidos por LPS o la proteína Jagged/FC, mientras que regulan al alza los 

marcadores M2 (IL-10, Arg-1 y CD206) [80].  
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4.10.6 Internalización de Ox-LDL.  

La aterosclerosis, que es reconocida mundialmente como una causa importante de 

enfermedad cardiovascular, es el resultado de una acumulación pasiva de colesterol en 

la pared arterial, como se comentó con anterioridad. Existe un creciente cuerpo de 

evidencia que respalda una asociación íntima de activación inmune y aterogénesis [81-

84]. En los pasos iniciales de la aterogénesis, los monocitos se adhieren a la monocapa 

endotelial, migran a la capa íntima durante la disfunción endotelial y maduran a 

macrófagos, que captan activamente lipoproteínas de baja densidad (LDL) y/o LDL 

modificada, como LDL oxidada (Ox-LDL). La captación de Ox-LDL a través de receptores 

de eliminación (Scanvenging Receptors, SR) conduce a la formación de macrófagos 

cargados de lípidos maduros, que se denominan células espumosas [84-86]. 

Los trastornos del metabolismo lipídico y las respuestas inflamatorias son las 

características patológicas más importantes en la progresión de la aterosclerosis. El 

aumento de la captación de Ox-LDL dio lugar a la acumulación de colesterol esterificado 

en macrófagos, promoviendo la formación de células espumosas y facilitando la 

progresión de la aterosclerosis [87, 88].  

Por lo tanto, la aterosclerosis se considera un trastorno inflamatorio crónico y muchas 

investigaciones recientes demostraron el papel esencial de las quimiocinas, incluidas la 

interleucina-1 (IL-1), la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) en la progresión 

de la aterosclerosis. [81, 83, 85].  

Dado que el evitar la polarización e inflamación de los macrófagos es de vital importancia 

para la formación de las células esponjosas y su posterior internalización en el tejido 

endotelial, se ha evaluado la eficacia de nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-

quitosano-miRNA en la disminución o prevención de la internalización de Ox-LDL en 

células RAW 264.7.  

Como se observa en la Figura 21, las células control muestran una internalización regular 

de Ox-LDL en las imágenes de microscopía de fluorescencia, las células control no 

muestran ningún proceso inflamatorio.  
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Figura 21. Imágenes de microscopía de fluorescencia de la internalización de Ox-LDL en células RAW 

264.7 En rojo se muestra la Dil Ox-LDL y en azul el núcleo celular teñido con DAPI. 
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En la figura 21 podemos ver las células control positivo estimuladas con LPS. Estas 

muestran una mayor internalización de Ox-LDL evidenciado por el aumento de la 

fluorescencia en el canal rojo de las imágenes del microscopio. Como se mencionó 

anteriormente, la estimulación con LPS desencadena una serie de eventos a nivel celular 

que promueven la inflamación con señales químicas mediadas por el TNF-y la IL-6. 

Nuestros resultados están en concordancia con los obtenidos previamente en un estudio 

que demostró el aumento de la captación de Ox-LDL debido a la estimulación por LPS 

regulada por el receptor LOX-1 (Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1) 

[89].  

La proliferación y migración de las células musculares lisas, así como de los macrófagos 

de la monocapa endotelial a la capa íntima es fundamental para la progresión 

aterosclerótica. Normalmente, estas células están inactivas, rodeadas e incrustadas en 

un andamio de matriz extracelular (ECM), en el caso de las células musculares lisas, que 

actúa como una barrera para su migración y su proliferación y en el flujo sanguíneo en 

el caso de los macrófagos [90]. 

Durante el proceso de aterosclerosis, promovido por estímulos ambientales como la Ox-

LDL, las células musculares lisas secretaron varias proteinasas que degradan la ECM y, 

a su vez, facilitan la proliferación y migración de las mismas [91].  

Las células estimuladas con LPS y posteriormente tratadas con nuestro sistema de 

nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA muestran unos niveles de internalización 

de Ox-LDL similares al de las células control. Ello es debido gracias a que nuestro 

sistema tiene encapsulado el fármaco atorvastatina, encargado de la inhibición de la 

reductasa de hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), enzima fundamental en el 

metabolismo de lípidos y en específico de colesterol al interior de las células. Las 

imágenes son una evidencia de la capacidad de nuestro sistema para detener el proceso 

de internalización de Ox-LDL en las células RAW 264.7. y tiene, pues, un gran potencial 

como tratamiento para la prevención y tratamiento de la aterosclerosis.  
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4.10.7 Expresión de los receptores VCAM e ICAM-1.  

Durante la inflamación, la presencia de células T activadas que producen citoquinas 

proinflamatorias induce la expresión de moléculas de adhesión y quimiocinas que 

permiten el reclutamiento de células inmunes, responsables del daño tisular [92,93]. Se 

sabe que las moléculas de adhesión desempeñan un papel importante en el 

reclutamiento de células T activas y específicas y otros leucocitos en el tejido inflamatorio 

[94].  

Entre muchos de los receptores de la superficie de las células endoteliales, la molécula 

de adhesión endotelial constitutiva transmembrana de tipo I (ICAM-1 o CD54) es un buen 

candidato para lograr este fin [95]. La ICAM-1 i) está expuesta a la sangre principalmente 

por las células endoteliales y fácilmente accesible a la circulación, ii) es regulada por 

factores patológicos y iii) está implicada en la patogénesis de muchas enfermedades, 

incluida la inflamación, isquemia-reperfusión, aterosclerosis, trombosis y estrés oxidativo 

[96-99]. Debido al último factor, el bloqueo de la interacción de los leucocitos con ICAM-

1 proporciona efectos antiinflamatorios beneficiosos [100, 101]. 

VCAM-1 e ICAM-1 son dos moléculas de adhesión principales de la familia de las 

integrinas. En trabajos previos se ha encontrado que su expresión aumenta en las células 

del epitelio pigmentario de la retina vascular endotelial y retiniana en el ojo humano 

durante la inflamación intraocular [102-104]. En ratones, la implicación de VCAM-1 e 

ICAM-1 en la migración de linfocitos T a través de monocapas de células endoteliales 

hacia la capa íntima se confirmó mediante estudios in vitro [105-107].  

La aterosclerosis es una enfermedad focal que afecta a regiones discretas de la 

vasculatura, como curvaturas de vasos y bifurcaciones [108] Estas regiones se 

caracterizan por un flujo oscilatorio perturbado [109] que induce moléculas de adhesión 

proinflamatorias como la ICAM-1 y la VCAM-1 [110]. Así, el aumento de la expresión de 

las moléculas de adhesión por el endotelio activado es una característica crítica de la 

aterosclerosis. La primera evidencia provino de datos que muestran que la expresión de 

VCAM-1 es inducida por células endoteliales arteriales en respuesta a la acumulación de 

colesterol dentro de la íntima de las aortas [111]. 

La regulación al alza de la expresión de VCAM-1 e ICAM-1 endotelial en células HUVEC 

estimuladas con TNF- y la posterior adhesión elevada de monocitos a HUVEC por 
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aldosa reductasa es otro mecanismo posible de la regulación de la expresión de 

moléculas de adhesión [112]. Más evidencias de que la expresión de VCAM-1 está 

regulada por factores pro-aterogénicos provienen de un estudio que demostró la 

regulación positiva inducida por Ox-LDL de VCAM-1 [113]. 

Por estas razones, se procedió a evaluar la capacidad de regulación de la expresión de 

receptores VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales de tejido vascular (HUVEC) 

“inflamadas” de nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA 

funcionalizadas con el anticuerpo Anti-VCAM.  

Podemos observar en la Figura 22 que las células HUVEC normales, esto no expuestas 

a LPS, no expresan los receptores de ICAM-1 ni VCAM como consecuancia a no haber 

sido estimuladas ni sujetas a procesos de inflamación. Por ello, úncamente los núcelos 

teñidos en azul son visibles. 

En la Figura 22 se muestran las células HUVEC estimuladas con LPS para la inducción 

de una reacción inflamatoria. Así, podemos ver la soreexpresión de los receptores antes 

mecionados, en rojo los receptores de VCAM y en verde los receptores de ICAM-1, 

respectivamente. Como se mencionó previamente, la sobreexpresión de estos 

receptores se ve muy incrementada por los afectores de la inflamación como son TNF- 

e IL-6. También en la misma figura se pueden observar zonas de color naranja, que 

indican zonas de co-localización de ambos receptores (el color naranja es el resultante 

de la superposición de las señales del canal verde y el canal rojo del microscopio). 

Las integrinas, como ICAM-1 y VCAM, median las interacciones célula-célula, célula- 

matriz extracelular y la interacción célula-patógeno. Así mismo, regulan la huida de 

leucocitos, organizan la sinapsis inmunológica, participan en la co-estimulación, la 

migración y la fagocitosis. Las integrinas cambian rápidamente la conformación de su 

estructura de dominio extracelular (señalización interna) [114] y pueden agruparse en 

respuesta a la activación [115], como se observa en este trabajo.  
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Figura 22. Imágenes de microscopía de fluorescencia de la expresión de los receptores de ICAM-1 y 

VCAM. En azul se muestra el núcleo celular. 
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Merece la pena destacar que en un trabajo previo se encontró que, el tratamiento de las 

células musculares lisas con TNF- provoca un aumento tanto en el mRNA de VCAM-1 

como en la expresión en la superficie celular del VCAM-1, lo que sugiere una expresión 

dependiente de citoquinas de VCAM-1 en la arteria aorta, [116] y evidencia el papel 

fundamental que tienen estas integrinas en el desarrollo de la aterosclerosis.  

Tambien se puede observar que las células HUVEC estimuladas con LPS y tratadas con 

nuestro sistema de nanopartículas Atv@PLGA-quitosano-miRNA, favorecen la 

disminución de la expresión de los receptores ICAM-1 y VCAM. Por tanto, nuestro 

sistema de nanopartículas fue capaz de disminuir la reacción inflamatoria provocada por 

el lipopolisacárido inhibiendo la síntesis de IL-6 y, por ende, evitando la propagación del 

proceso inflamatorio.   

 

ENSAYO DE CITOMETRÍA DE FLUJO 

4.11.1 Análisis FACS de la captación celular de Ox-LDL por células RAW 264.7 y 

HUVEC. 

 La aterosclerosis es la principal causa de enfermedades cardiovasculares y es la causa 

número uno de mortalidad en todo el mundo [117]. La inflamación arterial se inicia por la 

retención subendotelial de lipoproteínas de baja densidad (LDL) en plasma, y se ve 

reforzada por la modificación oxidativa de estas lipoproteínas, que desencadena una 

afluencia de monocitos, como se comentó con anterioridad [118]. 

En particular, las placas ateroscleróticas que causan eventos clínicos se caracterizan por 

la persistencia de macrófagos engordados por el colesterol en las placas arteriales. 

Aunque la acumulación de macrófagos en la pared arterial se ha considerado durante 

mucho tiempo un inductor importante de la inflamación crónica, el mecanismo que regula 

la formación de células espumosas de macrófagos y su retención dentro del ateroma 

sigue siendo en gran medida desconocido. 

En la etapa temprana de la placa o cuando cede la aterosclerosis, los macrófagos poseen 

la capacidad activa de migrar. Mientras que a medida que avanza la aterosclerosis, se 

forman células espumosas y pierden la capacidad de migración. Varios estudios 

confirmaron que el equilibrio entre la retención y las señales de migración contribuye a 
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la acumulación de macrófagos en las placas, que es un factor importante de la 

patogénesis de la aterosclerosis [119,120].  

La lipoproteína de baja densidad (LDL) es un factor de riesgo conocido para la 

aterosclerosis [121,122]. Las LDL circulantes se pueden modificar, generando LDL 

oxidadas (Ox-LDL), LDL mínimamente modificadas (mmLDL) y otras formas 

biológicamente activas que inician procesos inflamatorios [123-125]. Aunque los 

mecanismos de oxidación de LDL no se comprenden completamente, la 

mieloperoxidasa, la ceruloplasmina, la 15-lipoxigenasa, el óxido nítrico sintasa, la NAD 

(P) H y la xantina oxidasa se han implicado en la generación de Ox-LDL [126]. El Ox-

LDL en circulación, y especialmente el Ox-LDL que se encuentra en el tejido [127], afecta 

el estado inflamatorio del endotelio. Ox-LDL y mmLDL, pero no las LDL nativas inducen 

la expresión de P-selectina y la adhesión de monocitos al endotelio activado [128,129]. 

Dada la importancia que tiene la Ox-LDL y el papel que desempeña en la progresión de 

la aterosclerosis y el reclutamiento de nuevos macrófagos para la construcción de la 

placa aterosclerótica, se realizó un análisis cuantitativo mediante FACS de la 

internalización de Ox-LDL en células RAW 264.7 y HUVEC para completar los estudios 

cualitativos realizaods por imágenes de microscopia de fluorescencia.  

En la figura 23 se observa un cambio en la intensidad de la fluorescencia de la sonda 

Dil-Ox-LDL en las células RAW 264.7, se muestran las células sin estimulación, las 

células estimuladas con LPS y las células estimuladas con LPS y tratadas con nuestro 

sistema de nanopartículas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA. 
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          a)                                                  b)                                                   c)  

 

 

 

 

  

  

 

  

Figura 23. Gráficas de FACS donde se muestran la intensidad de la fluorescencia de la Dil-Ox-LDL de: a) 

células RAW 264.7, b) células RAW 264.7 estimuladas con LPS, y c) células RAW 264.7 estimuladas con 

LPS y tratadas con nanopartículas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA.  

 

Se hace evidente la disminución en la intensidad que concuerda con las imágenes de 

microscopia de fluorescencia, la acción del mRNA de las nanopartículas de inhibir la 

producción de IL-6 y el efecto del fármaco atorvastatina para bloquear la síntesis de 

colesterol y las rutas metabólicas de lípidos ayuda a disminuir la internalización de la Ox-

LDL en las células RAW 264.7. 

Para el caso de las células HUVEC, podemos observar en la Figura 24 las gráficas del 

cambio en la intensidad de la fluorescencia de la Dil-OxLDL medida mediante FACS. Se 

midieron células HUVEC como blanco negativo, células HUVEC estimuladas con LPS 

como blanco positivo y células HUVEC estimuladas con LPS y tratadas con nuestro 

sistema de nanopartículas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA.  
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         a)                                                  b)                                                   c)  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Gráficas de FACS donde se muestran la intensidad de la fluorescencia de Dil-Ox-LDL de a) 

células HUVEC, b) células HUVEC estimuladas con LPS y c) células HUVEC estimuladas con LPS y 

tratadas con nanopartículas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA.  

 

La extravasación de leucocitos a través de la barrera endotelial es un requisito 

fundamental en una amplia variedad de escenarios fisiológicos y patológicos, que 

incluyen inmunidad e inflamación. Este fenómeno es un proceso activo y en varias etapas 

que requiere cambios morfológicos drásticos que involucran la agrupación de receptores 

de adhesión citoesqueléticos en los leucocitos y las células endoteliales [130]. Entre los 

receptores de adhesión, las integrinas 41 (VLA-4) y L2 (LFA 1) desempeñan un 

papel importante en la adherencia estrecha de los leucocitos al endotelio [131]. Sus 

ligandos principales en el endotelio son la molécula de adhesión celular vascular VCAM 

y la molécula de adhesión intercelular ICAM-1, respectivamente [132, 133].  La ICAM-1, 

pero no la VCAM, se expresa básicamente en las células en reposo, y ambas moléculas 

se inducen tras la activación de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNF- [134]. 

Gracias a esto, nuestro sistema es capaz de reducir la captación de Ox-LDL y reducir la 

inflamación tanto en los macrófagos (células RAW 264.7) como en las células 

endoteliales inflamados (células HUVEC), controlando el proceso inflamatorio y evitando 

la internalización de los macrófagos hacia la zona íntima del tejido endotelial.  
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CONCLUSIONES 

 

Como una segunda revolución industrial la nanotecnología ofrece infinidad de 

herramientas a desarrollar en los próximos años con un potencial impacto en las ciencias 

ambientales, la electrónica, las ciencias de materiales y las ciencias biológicas. En este 

último reviste un gran interés el campo de la biomedicina, en el cual son muchos y 

diversos los nuevos tratamientos que surgen como alternativas para la detección, 

marcaje, imagenología, tratamiento y terapia de enfermedades de impacto mundial, 

como lo son el cáncer, las enfermedades infecto-contagiosas y enfermedades 

cardiovasculares a base de plataformas nanotecnológicas.  

La prevalencia de las enfermedades cardiovasculares (ECV) como la principal causa de 

muerte a nivel mundial es un tema a tener en consideración, de ahí la importancia de 

crear nuevos métodos terapéuticos de bajo costo, de fácil aplicación y de un prolongado 

efecto. La simplificación y el abaratamiento de cosos es una de las directrices 

fundamentales a la hora de fabricar nanodispositivos con fines terapéuticos puesto que, 

pese a lo que podría creerse, las ECV afectan principalmente a países del tercer mundo.  

En nuestro trabajo, fue posible la formación de partículas de PLGA en escala 

nanométrica, recubrirlas con el polímero natural quitosano y acomplejar material genético 

(miRNA) a la superficie de las partículas. Una vez realizadas las pruebas de 

caracterización de potencial zeta y dispersión dinámica de luz se demostró que nuestras 

nanopartículas poseen una morfología esférica homogénea y estable. 

Logramos encapsular el fármaco Atorvastatina en las nanopartículas de PLGA. Fue 

posible acomplejar por interacciones electrostáticas moléculas de Quitosano en la 

superficie de nuestras nanopartículas de PLGA y utilizar los grupos NH3 del quitosano 

para anclar el anticuerpo Anti-VCAM, que sirve tiene la función de direccionamiento de 

nuestras nanopartículas hacia las células esponjosas involucradas en el proceso de 

formación de la placa de ateroma. 

Nuestras nanopartículas no resultaron ser tóxicas después de realizados los estudios de 

viabilidad celular en células RAW 264.7 e incluso mostraron una reversión en el daño 

ocasionado por los lipopolisacáridos. Se investigó la capacidad de nuestras 
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nanopartículas recubiertas para internalizarse a las células, administrar la carga y 

silenciar la expresión del gen de interés mediante microscopía de fluorescencia y 

citometría de flujo. Los datos obtenidos indicaron que las nanopartículas son capaces de 

ingresar a las células sin requerir agentes de transfección adicionales y una vez dentro, 

pueden liberar el miRNA. Esto fue corroborado por la disminución de la cantidad de IL-6 

en el medio de cultivo de las células tratadas con nuestro sistema de nanopartículas, 

medido mediante ensayos ELISA.  

De igual, manera se evaluó la capacidad de nuestro nanosistema de inhibir la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) en células RAW 264.7 obteniendo resultados 

positivos, ya que la utilización de un fármaco con capacidades antinflamatorias y el uso 

de miRNA contra IL-6, (principal efector de proceso inflamatorio el cual desencadena la 

producción de ROS) inhibición la producción de dichos subproductos. 

Todo lo anterior refuerza el planteamiento de que nuestro sistema de nanopartículas de 

terapia dual tiene potencial para su uso en el tratamiento de la ateroesclerosis. 
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