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Abstract 

 
The use of nanocarriers for the delivery of therapeutic agents in the human body 

allows to overcome many of the current limitations of pharmacotherapy. Nanocarriers 
may increase the local concentration of the drug and achieve a stronger therapeutic 
response, allowing to reduce the dose and frequency of administration and, 
consequently, the side effects and economic cost of the treatment.  

Among the different types of nanocarriers that have been investigated during the last 
decades, polymeric nanocapsules are an optimal nanocarrier due to their great 
versatility, stability and ease of functionalisation. In this thesis, polymeric nanocapsules 
have been developed and their potential for the loading and delivery of several active 
agents with biomedical applications has been evaluated. 

After an appropriate optimisation of the synthesis, encapsulation and characterisation 
methods, the obtained nanocapsules have demonstrated a great capability to 
encapsulate, in an efficient and stable way, transcription factor decoys (TFD) for 
antibacterial therapy, small interfering RNA (siRNA) for gene silencing, gold 
nanoparticles for oral administration and fluorophores for in vitro and in vivo tracking of 
the nanocapsules. An effective strategy has also been stablished to functionalise the 
nanocapsules by binding polyethylene glycol (PEG), trimannoside and DY-780 molecules 
to their surface in a highly controlled manner. 

In addition to the synthesis and physico-chemical characterisation of all these types of 
nanocapsules, their interaction with biological systems has been investigated, mainly 
regarding the cellular toxicity, efficacy of the delivered biomolecule and intracellular 
localisation. It has been shown that nanocapsules effectively protect the loaded active 
agent against degradation and instability in biological media. They also increase 
drastically the internalisation of the delivered agent into the cells in an extremely fast 
way compared to other nanocarriers described in the literature.       

In conclusion, the promising results obtained demonstrate the potential of these 
nanocapsules as drug nanocarriers for biomedical applications.  
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Resumen 

 
El uso de nanotransportadores para vehiculizar los agentes terapéuticos en el cuerpo 

humano permite superar muchas de las limitaciones actuales de la farmacoterapia. Los 
nanotransportadores permiten incrementar la concentración local de principio activo y 
alcanzar una mayor respuesta terapéutica, lo que permite reducir la dosis y la frecuencia 
de administración y, en consecuencia, los efectos secundarios y el coste económico del 
tratamiento.  

Entre los distintos tipos de nanotransportadores que se han investigado durante las 
últimas décadas, las nanocápsulas poliméricas constituyen un nanotransportador 
óptimo debido a su gran versatilidad, estabilidad y facilidad de funcionalización. En esta 
tesis se han desarrollado nanocápsulas poliméricas y se ha evaluado su potencial para 
la incorporación y el transporte de diversos agentes activos con aplicaciones 
biomédicas. 

Tras una apropiada optimización de los métodos de síntesis, encapsulación y 
caracterización, las nanocápsulas obtenidas han demostrado una gran capacidad para 
encapsular, de forma eficiente y estable, señuelos de factores de transcripción (TFD) 
para terapia antibacteriana, RNA interferente pequeño (siRNA) para silenciamiento 
génico, nanopartículas de oro para administración oral y fluoróforos para el seguimiento 
in vitro e in vivo de las nanocápsulas. También se ha establecido una efectiva estrategia 
para funcionalizar las nanocápsulas mediante la unión a su superficie, de forma 
altamente controlada, de moléculas de poli(etilenglicol) (PEG), trimanósido y DY-780. 

Además de la síntesis y caracterización físico-química de todos estos tipos de 
nanocápsulas, se ha investigado su interacción con sistemas biológicos, principalmente 
en relación a la toxicidad celular, eficacia de la biomolécula transportada y localización 
intracelular. Se ha demostrado que las nanocápsulas protegen eficazmente al agente 
activo encapsulado frente a la degradación e inestabilidad en medios biológicos. 
También aumentan drásticamente la internalización del agente transportado en las 
células de una forma extremadamente rápida en comparación con otros 
nanotransportadores descritos en la literatura.       

En conclusión, los prometedores resultados obtenidos demuestran el potencial de 
estas nanocápsulas como nanotransportadores de principios activos para aplicaciones 
biomédicas. 
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Introducción 

 

 
1. NANOTECNOLOGÍA APLICADA A LA BIOMEDICINA 

La nanotecnología es el área de conocimiento dedicada al diseño y desarrollo de 
nanomateriales, con numerosas aplicaciones como la medicina, la agricultura, la 
electrónica, las energías renovables, la ecología o la industria textil, entre otras muchas 
[1,2]. Sorprendentemente, no existe todavía un consenso universal sobre la definición 
de nanomaterial, pudiendo encontrarse en literatura opiniones divergentes al respecto 
[3]. Algunas organizaciones defienden que un nanomaterial, para ser considerado como 
tal, debe poseer al menos una de sus dimensiones con un tamaño inferior a 100 nm [4–
6]. Sin embargo, comúnmente se utiliza el prefijo "nano" para incluir también 
estructuras que exceden de 100 nm y son inferiores a un micrómetro, generalmente de 
unos pocos cientos de nanómetros, especialmente en el campo de la administración de 
fármacos [7,8]. De hecho, varios productos nanotecnológicos con tamaños superiores a 
100 nm, principalmente con aplicación en nanomedicina, han sido aprobados por la U.S. 
Food and Drug Administration (FDA, Administración de Alimentos y Medicamentos de 
los Estados Unidos) y están disponibles comercialmente, como Abraxane (130 nm) y 
Myocet (180 nm) [9,10].  

Como consecuencia de su pequeño tamaño, los nanomateriales poseen propiedades 
y funciones nuevas o mejoradas, en comparación con las de sus homólogos de tamaño 
macroscópico [11]. Conforme se reduce el tamaño de los materiales, aumenta la 
relación superficie/volumen. Por ello, la cantidad de átomos en la superficie de los 
nanomateriales puede representar hasta el 90 % de su masa total, dando como 
resultado una mayor reactividad e incluso la aparición de nuevas características ópticas, 
electrónicas, magnéticas y químicas [2]. Por ejemplo, las nanopartículas de oro dan lugar 
a un fenómeno óptico llamado resonancia de plasmón superficial (SPR) que las hace muy 
útiles para algunas aplicaciones biomédicas, como la terapia fototérmica o los sensores 
ópticos [12,13]. Otro ejemplo son los quantum dots, que son nanoestructuras 
semiconductoras con propiedades fluorescentes, por lo que son muy interesantes como 
biosensores y agentes de contraste para imagen [14,15]. También las nanopartículas 
magnéticas pueden utilizarse como agente de contraste en técnicas de imagen por 
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resonancia magnética (IRM, MRI en inglés), gracias a sus distintas propiedades 
magnéticas cuando su tamaño es nanométrico [16,17]. 

Por otro lado, el rango de tamaños de los nanomateriales es similar al de las 
macromoléculas y algunas entidades biológicas, como el ácido desoxirribonucleico 
(DNA, 2 nm de grosor y 10-100 nm de longitud), las proteínas (5-50 nm de diámetro) o 
los virus (aproximadamente 100 nm), y más pequeño que el de bacterias (1-2 µm) y 
células eucariotas (10-100 µm) (Figura 1) [18,19]. Esto facilita la interacción entre los 
nanomateriales y el cuerpo humano, lo que ha aumentado el interés científico por la 
aplicación de la nanotecnología a la salud y ha supuesto una gran revolución en el campo 
de la medicina, surgiendo así la rama de la nanomedicina [7].  

 
Figura 1. Escala de tamaño que compara las dimensiones de los nanomateriales con el de algunas 
macromoléculas y entidades biológicas.  

Según la Fundación Europea de la Ciencia (ESF, por sus siglas en inglés), “la 
nanomedicina utiliza herramientas de tamaño nanométrico para el diagnóstico, 
prevención y tratamiento de enfermedades, así como para obtener una mayor 
comprensión de la compleja fisiopatología subyacente a la enfermedad. El objetivo final 
es mejorar la calidad de vida” [20]. Las tres áreas principales de la nanomedicina 
incluyen: 1) diagnóstico mediante nanobiosensores [21] e imagen [22], 2) terapia basada 
en el nanotransporte de fármacos [23,24] y en la medicina regenerativa [25] y 3) 
prevención de enfermedades mediante el desarrollo de vacunas [26] y algunos 
cosméticos, como la crema solar con nanopartículas que bloquean los rayos 
ultravioletas [7] (Figura 2). En el ámbito de la nanomedicina aplicada al tratamiento de 
enfermedades, esta tesis se centra en el desarrollo de nanopartículas que sirvan como 
vehículo para transportar principios activos en el cuerpo humano.  



Introducción 

7 
 

 
Figura 2. Principales áreas de la nanomedicina, que incluyen el diagnóstico (imagen y nanobiosensores), 
prevención (cosméticos y vacunas) y tratamiento (medicina regenerativa y nanotransporte de 
fármacos). 

2. NANOMATERIALES PARA EL TRANSPORTE DE PRINCIPIOS ACTIVOS 

Un nanotransportador es un nanomaterial utilizado como un vehículo para otra 
sustancia, por ejemplo, un principio activo o un biomarcador [27,28]. El uso de 
nanotransportadores permite superar muchas de las limitaciones actuales de la 
farmacoterapia.  

En primer lugar, la baja solubilidad en medio acuoso de algunos principios activos 
limita su biodisponibilidad y dificulta su uso terapéutico [29]. Se estima que entre el 40 
y el 70 % de los nuevos compuestos químicos que entran en los programas de desarrollo 
de fármacos poseen una solubilidad acuosa insuficiente para permitir una absorción 
gastrointestinal que asegure la eficacia terapéutica [30]. La encapsulación de estos 
principios activos en nanotransportadores con una superficie hidrofílica permite 
aumentar su solubilidad acuosa y, a la vez, mejorar su estabilidad química. Este es el 
caso del paclitaxel, un compuesto anticancerígeno cuya baja solubilidad en agua 
aumentó considerablemente al ser incorporado a una nanopartícula basada en 
albúmina, lo que permitió su aprobación para uso clínico bajo el nombre comercial 
Abraxane® en 2005 [31]. En segundo lugar, el nanotransportador puede proteger al 
principio activo frente a la degradación enzimática y evitar su rápida excreción. Esto 
prolonga el tiempo de circulación en sangre y modifica el perfil farmacocinético en favor 
de la biodisponibilidad del principio activo [32]. En tercer lugar, la nanotecnología puede 
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ayudar a solucionar uno de los principales problemas de la farmacoterapia: la falta de 
selectividad para tratar la zona afectada por la patología sin dañar los órganos y tejidos 
sanos [33,34].  

La biodistribución del principio activo puede ser mejorada mediante distintas 
estrategias de vectorización, que pueden ser activas o pasivas [35]. La vectorización 
pasiva se basa en la acumulación de los nanotransportadores en el tejido patológico 
gracias al aumento de la permeabilidad de la vasculatura, lo que permite su 
extravasación en ese lugar. Esta permeabilidad alterada se produce específicamente en 
las áreas afectadas por algunas patologías, como los tumores o las infecciones, pero no 
en los tejidos sanos, lo que reduce los efectos adversos del tratamiento [36]. Este efecto 
se conoce como efecto de permeabilización y retención (EPR, por sus siglas en inglés). 
Sin embargo, el transporte de principios activos no siempre puede beneficiarse del 
efecto EPR, ya que éste depende de numerosos factores. Por ejemplo, en el caso de 
tumores depende de la diversidad del microambiente tumoral, la heterogeneidad entre 
tumores, el flujo sanguíneo y el desorden de los vasos sanguíneos [37,38]. Por ello, 
actualmente se buscan estrategias que aumenten la afinidad del nanotransportador por 
su sitio diana de forma activa. La principal estrategia para conseguir una vectorización 
activa consiste en la unión de ligandos específicos al nanotransportador, de forma que 
puedan ser reconocidos selectivamente por sus receptores en la superficie de las células 
de interés. A pesar de que se está investigando la unión de ligandos muy variados, entre 
ellos anticuerpos, ácido fólico, transferrina, péptidos, lectinas y carbohidratos [39–43], 
actualmente no hay ningún fármaco en el mercado que utilice la vectorización activa, 
aunque algunos se encuentran en ensayos clínicos [44,45]. 

Por último, los nanotransportadores pueden ser diseñados para liberar de forma 
controlada el principio activo que transportan en la zona y momento de interés al recibir 
un estímulo determinado. Estos estímulos pueden ser internos (pH [46,47], temperatura 
[46], enzimas específicas [48] o potencial redox [49]) o externos (exposición a un campo 
magnético o eléctrico [50,51], a ultrasonidos [52], o a radiación luminosa [53]). Por 
ejemplo, la diferencia de pH en algunos tejidos o compartimentos intracelulares puede 
desencadenar la liberación del principio activo transportado por nanopartículas 
sensibles al pH, aumentando la biodisponibilidad en el sitio diana [47].  

Todas estas ventajas proporcionadas por el uso de nanotransportadores permiten 
alcanzar una mayor concentración local de principio activo y una mayor respuesta 
terapéutica, lo que permite disminuir la dosis y la frecuencia de administración y, en 
consecuencia, los efectos secundarios y el coste económico del tratamiento [54].    

En las últimas décadas, se han desarrollado muchos tipos de nanotransportadores 
para la administración de agentes terapéuticos o de diagnóstico, gracias a las 
importantes ventajas que ofrecen en función de sus propiedades físico-químicas. El tipo 
de nanotransportador y el proceso de formulación deben elegirse teniendo en cuenta 
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el objetivo terapéutico y la vía de administración, ya que las propiedades físico-químicas 
del nanotransportador van a determinar su comportamiento in vitro e in vivo [55].   

El impresionante progreso en la ciencia de materiales y farmacéutica ha permitido el 
desarrollo de una amplia gama de nanotransportadores con diferentes tamaños, 
estructuras y propiedades de superficie, que pueden clasificarse en poliméricos, 
lipídicos o inorgánicos (Figura 3) [28,56,57].  

 
Figura 3. Clasificación de los principales nanotransportadores en poliméricos, lipídicos y metálicos e 
inorgánicos. Adaptado de Conniot et al. [28]. 

Los nanoliposomas fueron los primeros nanotransportadores desarrollados y 
aprobados. Su composición lipídica los hacía muy atractivos por su habilidad para 
fusionarse con las bicapas lipídicas y atravesar así las membranas celulares. Sin 
embargo, su rápida degradación en la circulación sanguínea y eliminación por el sistema 
fagocítico mononuclear (SFM) dio paso a una segunda generación de nanoliposomas con 
la superficie modificada para conseguir una mayor vida media en circulación [28,58,59].  

Por otro lado, los nanomateriales inorgánicos también se han utilizado como 
nanotransportadores y, aprovechando sus propiedades magnéticas, ópticas y 
electrónicas, frecuentemente son usados para aplicaciones de terapia y diagnóstico 
simultáneos (también conocido como teragnóstico). No obstante, también poseen 
serias limitaciones, como la toxicidad y la ineludible modificación de la superficie, lo que 
puede aumentar el costo de procesamiento. [60,61] 

Como alternativa a la inestabilidad de los liposomas surgieron también las 
nanopartículas (NPs) poliméricas. Entre las múltiples ventajas ofrecidas por los sistemas 
poliméricos nanométricos para la administración de principios activos destacan la 
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flexibilidad de los métodos de síntesis supramoleculares, la gran diversidad de polímeros 
respecto a sus propiedades y composición, su facilidad de funcionalización, su 
estabilidad y la posibilidad de modular el perfil de liberación del principio activo [62–
64].  

3. NANOTRANSPORTADORES POLIMÉRICOS  

Los nanotransportadores poliméricos son adecuados para el atrapamiento y 
transporte de una amplia gama de agentes terapéuticos. La matriz polimérica previene 
la degradación del principio activo y puede liberarlo de forma controlada. El peso 
molecular y composición del polímero, así como la relación principio activo/polímero, 
pueden ser modificados para optimizar la duración y el grado de liberación del principio 
activo [65]. Además, las propiedades de superficie de este tipo de nanotransportador 
son especialmente importantes para aplicaciones biomédicas ya que pueden 
determinar el mecanismo de internalización en las células y su localización intracelular 
[66]. Por ello, frecuentemente se utilizan polímeros con grupos funcionales que 
permitan la modificación química de la superficie [59]. No obstante, la selección del 
polímero debe tener en cuenta no sólo sus propiedades funcionales, sino también su 
comportamiento biológico. Normalmente se prefieren los polímeros biocompatibles y 
biodegradables, con una baja toxicidad e inmunogenicidad y alta capacidad para 
degradarse en el cuerpo humano, evitando así su acumulación y la necesidad de 
retirarlos [67].  

A pesar de la multitud de polímeros con potencial para aplicaciones biomédicas, sólo 
unos pocos han obtenido la aprobación de las autoridades sanitarias. Entre ellos, el 
quitosano, alginato, derivados de la celulosa, polietilenglicol (PEG) y el ácido poli(láctico-
co-glicólico) (PLGA) han sido aprobados por la FDA y otros organismos regulatorios para 
diferentes aplicaciones médicas [68–70]. 

La enorme variedad de nanotransportadores poliméricos descritos en la literatura 
hacen difícil establecer una clasificación sistemática de todos ellos. Atendiendo a su 
estructura, pueden diferenciarse cuatro grupos principales: micelas poliméricas, 
dendrímeros, nanogeles o nanocápsulas [28]. 

Las micelas poliméricas están compuestas por copolímeros bloque anfifílicos que 
pueden autoensamblarse formando sistemas esféricos flexibles bajo ciertas condiciones 
de concentración o temperatura (Figura 4) [71]. Son estructuras supramoleculares 
formadas por un núcleo interior hidrofóbico, rodeado y estabilizado en el agua por una 
corona exterior hidrofílica [72]. El núcleo hidrofóbico es idóneo para la incorporación de 
moléculas hidrofóbicas [73,74]. 
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Figura 4. Estructura y proceso de formación de micelas poliméricas para la incorporación de fármacos 
hidrofóbicos. Adaptado de Hussein et al. [73]. 

A diferencia de las micelas, los dendrímeros son nanoestructuras esféricas hiper-
ramificadas, formados por un núcleo central, monómeros ramificados y grupos 
periféricos funcionales [28,75], como se representa en la Figura 5. Los principios activos 
pueden incorporarse tanto en el núcleo interior como en la superficie ramificada, de 
forma covalente o electrostática [66,76,77]. Su gran número de grupos funcionales 
puede utilizarse para la conjugación de principios activos y para la vehiculización dirigida 
[72,78]. 

 
Figura 5. Estructura general de un dendrímero. Adaptado de Araújo et al. [75]. 

Otro tipo de nanotransportadores poliméricos son los nanogeles (o nanopartículas de 
hidrogel), que consisten en redes tridimensionales altamente hidratadas de cadenas 
poliméricas entrecruzadas electrostática o covalentemente [79–81]. Para obtener los 
nanogeles a menudo se utilizan polímeros capaces de hincharse en respuesta a 
estímulos ambientales (como la temperatura o el pH), permitiendo una liberación 
controlada del principio activo [82–84] (Figura 6).  
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Figura 6. Liberación controlada del fármaco atrapado en el nanogel, en respuesta a un estímulo externo 
que provoca que el nanogel se hinche o se contraiga. Adaptado de Kendre et al. [85]. 

Además de las micelas poliméricas, los dendrímeros y los nanogeles, otros 
nanotransportadores muy importantes son las nanocápsulas, que son objeto de esta 
tesis. Las nanocápsulas están formadas por una cubierta polimérica que rodea un 
núcleo, que puede ser líquido o sólido, exhibiendo así una estructura de tipo núcleo-
cubierta (core-shell) [27,86]. Aunque frecuentemente se utilizan para la encapsulación 
de principios activos en el núcleo, las nanocápsulas también pueden ser cargadas con el 
principio activo en la cubierta o incluso en la superficie mediante conjugación (Figura 7).  

 
Figura 7. Estructura de una nanocápsula que posibilita el transporte de principios activos atrapados en 
su núcleo, cubierta polimérica, o unidos a su superficie.  

Las principales ventajas de las nanocápsulas poliméricas son la elevada capacidad de 
carga gracias a la compatibilidad del principio activo con el núcleo y el aumento de la 
estabilidad del principio activo. Cuando el principio activo se alberga en el interior de la 
nanocápsula, queda protegido por la cubierta polimérica, reduciendo así su degradación 
por factores externos, como el pH, la luz o las enzimas, a la vez que se evita su liberación 
masiva e indeseada (conocido como efecto burst en la literatura [87]) [72,88]. En este 
sentido, la liberación del principio activo encapsulado en el núcleo puede producirse de 
forma controlada a través de la cubierta polimérica, cuya permeabilidad puede variar 
en respuesta a estímulos específicos [89]. Sin embargo, las nanocápsulas también 
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pueden transportar el principio activo en su superficie o atrapado en la cubierta 
polimérica, según la compatibilidad de la sustancia activa con los distintos 
compartimentos de la cápsula [90].  

En el campo de la administración de fármacos principalmente se han desarrollado 
nanocápsulas con un núcleo hidrofóbico y una cubierta hidrofílica [91]. El interior 
hidrofóbico permite mejorar el transporte de fármacos poco solubles en agua, mientras 
que el exterior hidrofílico confiere estabilidad al nanotransportador en medios de 
dispersión acuosos, como la sangre, y a la vez puede albergar principios activos 
hidrofílicos. Sin embargo, también se están investigando otras combinaciones núcleo-
cubierta, por ejemplo, cápsulas con un núcleo hidrofílico para la encapsulación de 
moléculas hidrofílicas [92] o con una cubierta compuesta por polímeros anfifílicos 
formando una bicapa que permite atrapar moléculas hidrofóbicas (esta última 
denominada polimerosoma por su analogía con los liposomas) [93]. Otra variante son 
las nanocápsulas con múltiples cubiertas o multi-capa, que se fabrican alternando la 
deposición de polímeros cargados de forma opuesta sobre partículas coloidales que 
sirven de molde, seguido de la eliminación selectiva del molde [72].  

Existe una gran variedad de métodos que pueden utilizarse para preparar 
nanocápsulas poliméricas, en función de las propiedades físico-químicas del polímero 
seleccionado y del compuesto activo que se desea encapsular [94]. La mayoría de los 
métodos de síntesis de nanocápsulas constan de dos etapas [95]. En la primera etapa se 
realiza una emulsión y en la segunda etapa se obtienen las nanocápsulas propiamente 
dichas al formarse la cubierta polimérica alrededor del núcleo de emulsión. En el caso 
de la nanoemulsión se necesita una fase disolvente y otra no disolvente, que 
generalmente se llaman fase orgánica y acuosa, respectivamente, ya que para la primera 
se suele utilizar un disolvente orgánico y para la segunda, agua.  

Los métodos de síntesis de nanocápsulas se clasifican en dos categorías generales, 
según el procedimiento para obtener la cubierta polimérica: 1) a partir de polímeros 
preformados y 2) polimerización in situ de monómeros [96,97]. Aunque las técnicas de 
polimerización in situ confieren un alto grado de control sobre la estructura del 
polímero, generalmente son más complicadas que la emulsión con polímeros 
previamente preparados y además requieren de aditivos potencialmente tóxicos 
[98,99]. Dado que las nanocápsulas de esta tesis han sido sintetizadas a partir de un 
polímero preformado, en esta sección se describen los principales métodos para 
sintetizar nanocápsulas utilizando polímeros preformados (Figura 8). 
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Figura 8. Principales métodos para sintetizar nanocápsulas poliméricas a partir de polímeros 
preformados. 

Método de nanoprecipitación 

También llamado método de desplazamiento de disolvente o método de deposición 
interfacial, el método de nanoprecipitación fue inicialmente presentado por Fessi y 
colaboradores [100]. En este método, la fase orgánica contiene el polímero, el principio 
activo lipofílico, un aceite en el que sea soluble el principio activo y un surfactante 
lipofílico, disueltos en un disolvente o una mezcla de disolventes miscibles con agua 
[90,101]. Por otro lado, la fase acuosa contiene uno o más surfactantes disueltos. La 
adición de surfactantes mantiene la estabilidad de las suspensiones de nanopartículas 
durante más tiempo y su naturaleza y concentración influyen en el tamaño de las 
partículas obtenidas [96,101,102]. Al añadir la fase orgánica sobre la fase acuosa, 
lentamente y bajo agitación moderada, la rápida difusión del disolvente orgánico hacia 
la fase acuosa da lugar a la formación espontánea de núcleos de nanoemulsión, sobre 
cuya interfase precipita el polímero al desolvatarse, formando la cubierta de la 
nanocápsula. [59,91,99,103–105] 

Método de emulsión-difusión 

El método de emulsión-difusión se parece al de nanoprecipitación en el sentido de que 
se basa en la formación de una emulsión de aceite en agua con el polímero disuelto en 
la fase orgánica [91,103]. En cambio, en este método la emulsión no se produce de 
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forma espontánea sino utilizando técnicas de alta energía. Además, el proceso se realiza 
en dos etapas en vez de una, ya que una vez obtenida la emulsión se añade una fase 
adicional, la fase de dilución, que causa la difusión del disolvente orgánico fuera de los 
núcleos de nanoemulsión, resultando en la deposición del polímero alrededor de los 
núcleos y, por ende, en la formación de las nanocápsulas. [106–109] 

Método de doble emulsión 

La doble emulsión, también llamada “emulsión de emulsión”, se produce mediante 
dos etapas [110]. En primer lugar, se prepara una emulsión primaria para dispersar lo 
que constituirá la fase interna en la fase intermedia. En segundo lugar, esta emulsión 
primaria es dispersada en la fase externa mediante una segunda emulsión [111].  

La doble emulsión puede clasificarse en dos tipos principales: emulsión agua-aceite-
agua (w/o/w, en inglés) y aceite-agua-aceite (o/w/o) [110,112]. La emulsión w/o/w es 
la más utilizada para la encapsulación de principios activos ya que, a diferencia de otros 
métodos, permite la encapsulación de moléculas muy hidrofílicas, como los ácidos 
nucleicos o algunas proteínas, siendo esta una de las principales limitaciones de la 
emulsión simple de aceite en agua (o/w) [104,112].  

Método de emulsión-coacervación 

El proceso de emulsión-coacervación se presenta principalmente como una estrategia 
para preparar nanocápsulas a partir de polímeros naturales, como las proteínas y los 
polisacáridos de origen natural, aunque también pueden utilizarse polímeros sintéticos 
[90].  

A diferencia de los métodos expuestos en los apartados anteriores, en este caso el 
polímero se disuelve en la fase acuosa. El primer paso consiste en la formación de una 
emulsión tipo aceite en agua (o/w) bajo agitación mecánica o ultrasonidos [91]. 
Después, se realiza un proceso de coacervación simple, que consiste en disminuir la 
solvatación del polímero [113,114], mediante modificación de la temperatura, adición 
de electrolitos (entonces denominado salting-out), como el cloruro de calcio o el sulfato 
de sodio, o adición de agentes de deshidratación, como el isopropanol  [111,115]. La 
preparación de nanocápsulas mediante este método utiliza los núcleos de 
nanoemulsión como molde para la formación del coacervado, causando la precipitación 
del polímero de la fase continua de emulsión para formar un recubrimiento fino de 
polímero alrededor del núcleo de nanoemulsión, que da lugar a la cubierta de la 
nanocápsula. Finalmente, el proceso de coacervación puede complementarse con un 
paso adicional de entrecruzamiento del polímero, con el objetivo de obtener una 
cubierta polimérica más rígida. 



Capítulo 1 

16 
 

Método de recubrimiento polimérico 

La principal diferencia de este método con los anteriores es que el polímero se añade 
después de haberse formado la nanoemulsión. Se pueden utilizar distintas estrategias 
para depositar una fina capa de polímero en la superficie de los núcleos de 
nanoemulsión preformados [90].  

En el método de recubrimiento polimérico propuesto por Prego y colaboradores 
primero se prepara la nanoemulsión y después se mezcla con una solución acuosa de 
polímero para recubrirla [116]. En este caso, la formación de este recubrimiento está 
mediada por la interacción iónica entre los fosfolípidos de la nanoemulsión cargados 
negativamente y las moléculas del polímero de quitosano cargadas positivamente.  

Por otro lado, también es posible partir de una nanoemulsión tipo agua en aceite. Este 
es el caso de Paiphansiri y colaboradores, que formaron este tipo de nanoemulsión 
mediante sonicación y después añadieron una solución de polímero disuelto en 
diclorometano a la fase orgánica continua de la nanoemulsión, provocando la 
precipitación del polímero mediante evaporación del disolvente [117]. 

Además, para aumentar la rigidez y compactación del recubrimiento, se puede 
entrecruzar las cadenas del polímero electrostática (si el polímero presenta carga 
electrostática) o covalentemente. Una de las técnicas de entrecruzamiento más 
utilizadas para la obtención de nanotransportadores con aplicaciones biomédicas es la 
gelificación iónica [81]. Este método se basa en el establecimiento de interacciones 
electrostáticas entre las cadenas de polímero cargadas y un ion o poli-ion cargado de 
forma opuesta, que actúa como entrecruzador iónico. Los entrecruzadores iónicos más 
utilizados son los iones de bajo peso molecular, tales como las sales de sulfato y el 
cloruro de calcio, y entrecruzadores poli-iónicos como el tripolifosfato de sodio (TPP). La 
gelificación iónica ofrece ventajas, entre las que se incluyen unas condiciones de 
preparación suaves y procedimientos experimentales sencillos [66]. Por otro lado, el 
entrecruzamiento covalente puede utilizarse para mejorar la estabilidad coloidal de las 
nanocápsulas en entornos fisiológicos. Los entrecruzadores covalentes más 
frecuentemente utilizados son el glutaraldehído y el formaldehído, pero su uso en la 
administración de fármacos es limitado debido a su alta toxicidad [79–81]. 

Método capa por capa (layer-by-layer) 

El método de síntesis capa por capa fue desarrollado por Sukhorukov y colaboradores 
para la preparación de partículas coloidales mediante el autoensamblaje de 
polielectrolitos, también llamadas cápsulas de polielectrolitos [118]. Para ello, se 
requiere una partícula coloidal que actúe como molde para la adsorción, mediante 
atracciones electrostáticas irreversibles, de una capa de polímero a su alrededor, ya sea 
mediante incubación en una solución sobresaturada de polímero o disminuyendo la 
solubilidad del polímero [119]. Tras lavar para retirar el exceso de polímero, se repite 
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este proceso con un segundo polímero de carga opuesta, y así sucesivamente hasta 
conseguir múltiples capas de polímero depositadas de forma secuencial [120]. Como 
molde para la deposición de los polímeros pueden utilizarse desde núcleos de 
nanoemulsión, partículas inorgánicas, partículas orgánicas de látex o nanocristales del 
propio fármaco hasta agregados de proteínas, DNA en forma compacta o incluso células 
[121–125]. Opcionalmente, este núcleo molde puede ser eliminado al final del proceso, 
dando lugar a nanocápsulas vacías [119,126,127].  

4. OBJETIVOS 

El objetivo general de esta tesis ha consistido en desarrollar nanocápsulas poliméricas 
para la encapsulación y transporte de distintos agentes activos (biomoléculas y 
nanopartículas) y evaluar mediante ensayos in vitro su potencial para aplicaciones 
biomédicas. 

El capítulo 2 describe el procedimiento seleccionado para la síntesis de nanocápsulas 
(NCs) de quitosano, así como la investigación de algunos factores clave para su 
optimización. También se ha desarrollado un método para preservar las NCs durante su 
almacenaje a largo plazo mediante el uso de agentes crioprotectores. Las NCs obtenidas 
han sido caracterizadas mediante distintas técnicas para analizar sus propiedades físico-
químicas y se ha evaluado su interacción con sistemas biológicos, en particular su 
toxicidad e internalización celular. Para ello, se ha optimizado el marcaje de las NCs con 
distintos fluoróforos. 

El capítulo 3 se ha centrado en la funcionalización de la superficie de las NCs de 
quitosano, primero con polietilenglicol (PEG) y después con trimanósido, para modular 
sus propiedades de superficie y se ha investigado el efecto de estos cambios en la 
interacción de las NCs con sistemas biológicos tras este proceso. 

En el capítulo 4 se ha llevado a cabo el atrapamiento en las NCs de quitosano 
desarrolladas de oligonucleótidos de DNA que actúan como señuelos de factores de 
transcripción (TFDs) para su aplicación en terapias antimicrobianas y la caracterización 
físico-química de los sistemas obtenidos en diferentes medios biológicos.  

En el capítulo 5 se han desarrollado NCs cargadas de RNA interferente pequeño 
(siRNA) y el método ha sido optimizado hasta alcanzar valores elevados de eficiencia de 
encapsulación y carga de siRNA. Además del recubrimiento de las NCs con quitosano, se 
ha explorado el recubrimiento con otro polímero distinto (xantano), con el objetivo de 
comparar su influencia sobre la eficiencia del silenciamiento génico, que ha sido 
evaluada in vitro mediante tres técnicas diferentes. Además, se ha analizado la 
localización intracelular de las NCs y el siRNA transportado por ellas mediante 
microscopía confocal.  

En el capítulo 6 se ha utilizado la novedosa tecnología de internalización fotoquímica 
(PCI), en combinación con las NCs cargadas de siRNA, para favorecer la liberación del 
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siRNA de los compartimentos intracelulares en los que se encuentra secuestrado y 
mejorar la eficiencia del silenciamiento génico.    

En el capítulo 7 se ha investigado la aplicación de las NCs de quitosano como 
plataforma para el transporte de nanopartículas de oro (AuNPs). Se ha estudiado la 
influencia del recubrimiento de superficie de las AuNPs sobre la eficiencia de 
encapsulación y se ha demostrado que la encapsulación mejora tanto la estabilidad de 
las AuNPs en medios gastrointestinales simulados como su internalización en células 
intestinales.  
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Capítulo 2 

Desarrollo de nanocápsulas de quitosano y 
estudio de su interacción con sistemas 

biológicos 

 

 
1. INTRODUCCIÓN 

Como se ha descrito en el capítulo 1, existen distintos métodos para sintetizar 
nanocápsulas poliméricas. El método seleccionado va a determinar las propiedades 
físico-químicas de las nanocápsulas, las cuales influyen en sus interacciones con los 
sistemas biológicos. Teniendo en cuenta que las nanocápsulas de este trabajo han sido 
diseñadas para su aplicación como nanotransportadores de fármacos, es importante 
estudiar su toxicidad e internalización en las células. El marcaje fluorescente de las 
nanocápsulas es una herramienta muy útil para llevar a cabo estos estudios.  

1.1. Síntesis de NCs recubiertas de quitosano 

Las NCs son sistemas vesiculares, compuestas por un núcleo aceitoso o acuoso que se 
puede considerar como un reservorio en el que el fármaco está confinado, rodeado por 
una cubierta polimérica [1].  

El núcleo de las NCs se puede obtener mediante un proceso de emulsión, que consiste 
en una dispersión de un líquido (fase dispersa) en forma de pequeñas partículas en el 
seno de otro líquido (fase continua) con el que no es miscible. Como representa la Figura 
1, la emulsión puede ser directa (tipo “aceite en agua”, O/W), inversa (tipo “agua en 
aceite”, W/O) o múltiple (tipo “aceite en agua en aceite”, O/W/O, o “agua en aceite en 
agua”, W/O/W) [2,3].  
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Figura 1. Tipos de nanoemulsiones según la disposición de las fases de agua y aceite. Adaptado de 
McClements et al. [3]. 

La nanoemulsión es un tipo de emulsión en el que las partículas obtenidas tienen un 
rango de tamaño generalmente comprendido entre 20 y 600 nm [4,5]. El término 
nanoemulsión a menudo aparece en la literatura referido como miniemulsión [6], 
emulsión ultrafina [7] o emulsión submicrométrica [8,9], pero en esta tesis se prefiere 
utilizar la palabra “nanoemulsión” porque, además de dar una idea del tamaño 
nanométrico de las partículas, evita la confusión con el término “microemulsión”. 
Aunque a veces se confunden los términos “microemulsión” y “nanoemulsión” en 
algunos trabajos científicos, la principal diferencia entre ellos radica en que el primero 
es un proceso favorecido termodinámicamente mientras que el segundo no lo es [10]. 
Por esta razón, para obtener una nanoemulsión generalmente es necesario aportar 
energía al sistema, por ejemplo, en forma de calor o agitación [11].  

Para generar nanoemulsiones se pueden utilizar diferentes estrategias, que pueden 
clasificarse en dos grupos: técnicas de emulsión de baja energía y de alta energía [10]. 
Las técnicas de alta energía, como los ultrasonidos, no son adecuados para encapsular 
moléculas frágiles como péptidos, proteínas y ácidos nucleicos ya que pueden ocasionar 
la pérdida de funcionalidad de la molécula [12].  

El método utilizado para la preparación de estas NCs es una técnica de baja energía 
descrita en la literatura como método de desplazamiento del disolvente. Consiste en 
una nanoemulsión espontánea de tipo “aceite en agua” originada por la difusión de un 
disolvente orgánico miscible en agua (etanol en este caso), desde la fase oleica hacia la 
fase acuosa cuando ambas son mezcladas [13].  

Las características de las partículas obtenidas dependen de la espontaneidad del 
proceso de emulsión, que se ve afectado por la naturaleza de los componentes 
individuales de la mezcla de reacción, así como por la velocidad del proceso de mezcla 
[4,5]. Los componentes de las NCs de esta tesis fueron seleccionados para conseguir una 
emulsión espontánea, favorecida por la presencia de un surfactante hidrofílico no iónico 
en la fase acuosa (Tween 20®) y la combinación de un surfactante lipofílico no iónico 
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(Span 85®) y un aceite (ácido oleico) en la fase orgánica. No obstante, la separación de 
fases después de un cierto período de tiempo tras la preparación de nanoemulsiones es 
inevitable [14]. Dependiendo de la aplicación deseada, puede ser necesario un 
recubrimiento para aumentar la estabilidad de las partículas resultantes y mejorar las 
propiedades de la superficie.  

Los recubrimientos más usados son de naturaleza polimérica, donde el polímero 
interacciona con la superficie de las partículas de nanoemulsión para originar una 
cubierta rígida y densa [10]. Esta interacción depende tanto del polímero como de la 
presencia y características físico-químicas de los surfactantes en la interfase de la 
nanoemulsión. Para las NCs de este capítulo se utilizó un recubrimiento de quitosano 
por ser uno de los polímeros naturales más ricos en grupos amino. 

El quitosano es un polisacárido de naturaleza catiónica derivado de la deacetilación de 
la quitina, que puede extraerse del exoesqueleto de los crustáceos (cangrejos, 
camarones, krill, etc.), insectos y de las paredes celulares de los hongos [15]. Su origen 
natural le confiere una gran biocompatibilidad y biodegradabilidad [16–20]. De hecho, 
el quitosano está actualmente aprobado por la FDA para ser aplicado como apósito para 
curar heridas y para uso dietético [21–23]. Es un polímero lineal que consiste en 
unidades repetidas de monómeros de N-acetil-glucosamina y N-glucosamina unidos por 
enlaces glicosídicos β(1→4) [24]. Se sabe que tanto su grado de deacetilación como su 
peso molecular afectan significativamente a las propiedades de los materiales derivados 
[24,25]. Además, los grupos amino e hidroxilo presentes en las cadenas de quitosano 
facilitan su modificación química y, por lo tanto, la modulación de su estructura y 
propiedades funcionales [26]. Estos grupos amino primarios son también los 
responsables de la carga positiva que el quitosano exhibe predominantemente a pH 
ligeramente ácido (el pKa de los grupos amino se encuentra en torno a 6.5 [27]). 

Las interacciones entre el quitosano y los surfactantes no iónicos son generalmente 
débiles [28]. No obstante, en algunos casos como en las NCs de quitosano sintetizadas 
por Prego y colaboradores [29], si el polímero está cargado positivamente, el 
recubrimiento puede producirse simplemente al ponerlo en contacto con la 
nanoemulsión, debido a las interacciones electrostáticas que el polímero catiónico 
establece con los fosfolípidos del núcleo de nanoemulsión (cargados negativamente). 

Sin embargo, existen estrategias para conseguir un recubrimiento más compacto y 
uniforme, como la gelificación iónica, que consiste en la adición de un ion multivalente 
capaz de entrecruzar electrostáticamente las cadenas de un polímero con carga opuesta 
[30]. Si además ese ion proviene de una sal como el sulfato de sodio, puede actuar como 
un reactivo de desolvatación que facilita el desplazamiento de la capa de solvatación 
que mantenía en estado coloidal al polímero. Esto favorece las interacciones entre las 
cadenas de polímero y entre el polímero y la superficie de las partículas de 
nanoemulsión, haciendo que la cubierta polimérica de las NCs sea más rígida [31].  
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En este trabajo de tesis se optimizó la síntesis y caracterización de NCs constituidas 
por un núcleo de nanoemulsión y una cubierta de quitosano, con el objetivo de obtener 
un nanotransportador dotado de múltiples compartimentos, donde puedan cargarse 
moléculas de interés con distintas propiedades físico-químicas. El núcleo de 
nanoemulsión permite la encapsulación tanto de moléculas hidrofóbicas como 
hidrofílicas, mientras que la cubierta de quitosano aumenta la estabilidad, previene la 
degradación del compuesto y ofrece grupos funcionales para una fácil modificación de 
la superficie, además de servir también de matriz donde pueden albergarse moléculas 
hidrofílicas, especialmente las de carga negativa, como los ácidos nucleicos.  

El método de síntesis elegido permite la encapsulación del fármaco o molécula 
simplemente mediante su adición a la nanoemulsión o al quitosano durante la 
formación de las NCs. La principal ventaja, además de su simplicidad y bajo costo, 
consiste en ser un proceso completamente suave, lo que previene cualquier pérdida de 
funcionalidad de la molécula durante su encapsulación [5,32].  

No obstante, una de las mayores limitaciones del uso de las nanopartículas es su 
inestabilidad físico-química cuando permanecen en suspensión mucho tiempo. Una 
estrategia para mejorar su estabilidad es eliminar el agua del sistema mediante 
liofilización. De hecho, muchos productos para aplicaciones farmacéuticas se conservan 
en forma sólida en vez de en suspensión líquida para prolongar su estabilidad. 

1.2. Preservación de las NCs en forma sólida mediante agentes 
crioprotectores 

La liofilización es un proceso ampliamente utilizado en la industria farmacéutica que 
consiste en la deshidratación de un producto a partir del congelado mediante 
sublimación y desorción a baja presión [33]. 

Las NCs son estructuras especialmente delicadas, ya que la fina cubierta polimérica 
que recubre el núcleo en estado líquido puede no soportar el estrés de la liofilización 
[34]. La etapa de congelación es considerada como la más agresiva y crítica durante la 
liofilización [35]. Durante esta etapa, las NCs pueden romperse y liberar su contenido 
[36], no sólo debido a la cristalización del agua de la solución, sino también por la posible 
solidificación del aceite del interior que puede provocar un aumento de volumen, 
seguido de la ruptura de la cubierta [35].  

La adición de crioprotectores y lioprotectores ayuda a proteger la muestra del estrés 
que suponen los procesos de congelación y liofilización, durante los cuales las 
nanopartículas pueden verse dañadas o agregadas [37,38]. Aunque también se ha 
reportado el uso de surfactantes [38,39], los crioprotectores más populares 
encontrados en literatura para la liofilización de nanopartículas poliméricas son 
azúcares: trehalosa, sacarosa, lactosa, maltosa, glucosa y manitol, entre otros [40]. El 
mecanismo protector de estos excipientes se basa en la formación de una matriz amorfa 
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del azúcar en agua. La matriz amorfa puede formar puentes de hidrógeno con las 
nanopartículas, actuando como sustituta del agua, de forma que se evitan los efectos 
dañinos de los cristales de hielo [37,39]. 

Hay muchos parámetros de la formulación implicados en el éxito de la liofilización: la 
composición de las NCs (tipo de polímero, tipo y concentración de aceites y 
surfactantes), el tipo y concentración de los crioprotectores, las interacciones entre el 
crioprotector y las NCs y la modificación de la superficie de las NCs [40]. Por ello, el 
proceso de liofilización debe ser optimizado para cada tipo de NC. En esta tesis se ha 
realizado una optimización inicial del proceso de liofilización de NCs vacías, aunque el 
método desarrollado podría requerir modificaciones menores en función del tipo de 
molécula encapsulada en trabajos futuros. 

1.3. Marcaje fluorescente de nanopartículas 

Durante la última década ha crecido el interés por las moléculas y nanoestructuras 
fluorescentes debido a su gran potencial en áreas como la biología y la bioquímica, 
siendo muy atractivas para aplicaciones de bioimagen, sensores, diagnóstico y terapia 
[41,42]. Las nanopartículas fluorescentes se pueden clasificar en dos grupos: 
nanopartículas inorgánicas intrínsecamente fluorescentes, como los quantum dots, y 
nanopartículas no fluorescentes a las que se les ha incorporado un fluoróforo, como las 
poliméricas y las nanocápsulas. Las NCs poliméricas permiten tanto la funcionalización 
de su superficie con fluoróforos como la encapsulación de fluoróforos en su interior. 
Grazon y colaboradores exploraron la posibilidad de combinar estas dos estrategias para 
conseguir un doble marcaje de la misma nanopartícula, capaz de emitir fluorescencia a 
dos longitudes de onda distintas [42]. 

La longitud de onda de emisión del fluoróforo seleccionado para marcar las 
nanopartículas debe ir acorde a la aplicación deseada. Existe una amplia variedad de 
fluoróforos orgánicos con longitudes de onda de emisión entre 300 y 1000 nm. La 
mayoría de ellos emite fluorescencia en los rangos ultravioleta (300-400 nm) o visible 
(400-700 nm) del espectro electromagnético, aunque algunos son capaces de hacerlo 
en la región cercana al infrarrojo (NIR, 700-1400 nm) [43]. La primera ventana de la 
región NIR (700-1000 nm) es muy importante para aplicaciones de imagen in vivo por 
dos razones principales. En primer lugar, los tejidos biológicos absorben menos la luz 
NIR que la luz visible, por lo que los fotones NIR pueden penetrar más profundamente 
en el tejido que los fotones con longitudes de onda visibles, permitiendo así el análisis 
de las estructuras más profundas. En segundo lugar, los tejidos presentan menos 
autofluorescencia en la región NIR en comparación con la región visible, lo que permite 
obtener una mayor relación señal-fondo [41,44,45]. Sin embargo, el rendimiento 
cuántico (que es el cociente del número de fotones emitidos entre el número de fotones 
absorbidos) de los fluoróforos que emiten en el rango NIR es significativamente menor 
que el de los fluoróforos que emiten en el rango visible [46–48]. Por esta razón, los 
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fluoróforos NIR suelen reservarse especialmente para aplicaciones in vivo, mientras que 
para aplicaciones in vitro la fluorescencia en el espectro visible es comúnmente utilizada.  

En la mayoría de estudios de internalización celular, se suele utilizar la fluorescencia 
de las nanopartículas (ya sea una cualidad intrínseca o adquirida tras un marcaje 
fluorescente) para determinar su grado de internalización y su localización mediante 
técnicas como la citometría de flujo o la microscopía confocal. 

1.4. Toxicidad e internalización celular de nanopartículas de quitosano 

Una de las ventajas del quitosano por el hecho de ser un polímero catiónico es que sus 
cargas positivas favorecen la interacción electrostática con la membrana celular, que 
posee una carga neta negativa, facilitando su aproximación e internalización en las 
células [1]. Estas cargas positivas derivan de los grupos amino en su forma protonada 
presentes en la estructura del quitosano, que además le confieren propiedades 
mucoadhesivas porque favorecen las interacciones electrostáticas con la carga negativa 
de la mucina, lo que resulta en una mejor interacción con los tejidos de la mucosa y con 
las células epiteliales [49,50]. Además, está descrito en la literatura que el quitosano 
puede promover el transporte paracelular a través del epitelio intestinal mediante la 
regulación de las uniones estrechas (“tight junctions”) de las células intestinales [51,52]. 
Por estas razones, el quitosano es especialmente valorado para aplicaciones donde es 
posible una administración oral, pulmonar, intranasal, vaginal o rectal [53–55].   

A pesar del gran desarrollo actual en el campo de la química de polímeros, existe un 
número limitado de polímeros que sean aptos para aplicaciones biomédicas debido a 
los estrictos requerimientos en cuanto a toxicidad y biocompatibilidad [13]. 

Cada vez es más frecuente el uso de polímeros naturales para recubrir los 
nanotransportadores debido a su elevada biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja 
toxicidad [56,57]. Entre ellos, el quitosano ya está aprobado por la U.S. Food and Drug 
Administration (FDA) para uso dietético y como apósito para heridas [21] y ha sido 
utilizado durante las últimas dos décadas para multitud de aplicaciones, como el 
desarrollo de nanotransportadores de liberación controlada, vacunas, ingeniería de 
tejidos, suplementos alimenticios y formulaciones mucoadhesivas [21,58–60].  

En este capítulo se describe la optimización del proceso para sintetizar NCs recubiertas 
de quitosano. Además, se ha desarrollado un método para preservar las NCs en estado 
sólido utilizando agentes crioprotectores, lo que permite mejorar la estabilidad de las 
NCs a largo plazo. Las NCs han sido caracterizadas en términos de tamaño, morfología, 
composición y potencial zeta, ya que las propiedades físico-químicas del 
nanotransportador van a determinar su comportamiento in vitro e in vivo [61]. Para 
poder evaluar las interacciones de las NCs con sistemas biológicos mediante técnicas 
basadas en fluorescencia, se ha optimizado el marcaje de las NCs con una serie de 
fluoróforos y se ha puesto a punto un abanico de NCs con distintas propiedades 
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fluorescentes. Gracias al trabajo conjunto con distintos grupos colaboradores, se 
estudiaron la toxicidad y la capacidad de internalización de las NCs tanto en cultivos 
celulares como en animales de distinta complejidad.  

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Optimización del método de síntesis de NCs de quitosano 

Se eligió un método de nanoemulsión para sintetizar los núcleos de las NCs, seguido 
de un proceso de gelificación iónica para formar el recubrimiento de quitosano 
alrededor de cada núcleo. A partir de los métodos descritos en literatura, se evaluó el 
impacto de los tratamientos de sonicación y gelificación iónica en las propiedades de las 
NCs obtenidas con el fin de optimizar el protocolo de síntesis primando aspectos como 
la simplicidad y suavidad del proceso. 

Para generar los núcleos de nanoemulsión se utilizó como base de partida el 
procedimiento descrito por Bouchemal y colaboradores, con algunas modificaciones [5]. 
Este procedimiento se basa en una nanoemulsión producida mediante el método de 
emulsión espontánea de aceite en agua. Para ello, sobre una fase acuosa que contiene 
un surfactante hidrofílico (Tween® 20) se añade, gota a gota y bajo agitación magnética, 
una fase orgánica constituida por un aceite (ácido oleico) y un surfactante lipofílico 
(Span® 85) disueltos en un disolvente miscible en agua (en nuestro caso etanol 
absoluto). Al añadir la fase orgánica sobre la acuosa, el disolvente orgánico difunde en 
la fase acuosa y se produce la nanoemulsión, generándose micelas de aceite 
estabilizadas gracias a la presencia de ambos surfactantes [5,62]. Estos núcleos de 
nanoemulsión forman el compartimento interior de las NCs.  

Tras 15 minutos de agitación continua para asegurarnos de que el sistema alcance el 
equilibrio, se añade el quitosano y se induce el entrecruzamiento de sus cadenas 
mediante gelificación iónica. Como se ha descrito anteriormente, este proceso consiste 
en el establecimiento de interacciones electrostáticas entre los grupos amino 
protonados del quitosano y un ion multivalente de carga negativa que actúa de 
gelificante. El agente gelificante seleccionado para estas NCs es una disolución de 
Na2SO4, sobre la que se añade la disolución anterior bajo sonicación. Al aumentar la 
fuerza iónica de la disolución, disminuye la solubilidad del quitosano, favoreciendo su 
deposición alrededor de los núcleos de nanoemulsión. Además de aumentar las 
interacciones entre el polímero y la superficie de los núcleos, la función principal del 
Na2SO4 es penetrar en la red de quitosano y producir interacciones entre las cadenas del 
polímero. Según Tavares y colaboradores, los iones sulfato divalentes no solo actúan 
como puentes entre los grupos amino protonados del quitosano, sino que desplazan el 
agua de hidratación de las cadenas, favoreciendo la interacción hidrofóbica entre ellas 
[63].  



Capítulo 2 

34 
 

La concentración de la muestra final, una vez lavada mediante ultracentrifugación para 
eliminar el exceso de reactivos, se determinó a partir de su peso seco obtenido mediante 
liofilización de una alícuota. El Esquema 1 representa los distintos pasos del método de 
síntesis para la producción de NCs recubiertas de quitosano.  

 
Esquema 1. Método de síntesis para la obtención de nanocápsulas recubiertas de quitosano. 

Para analizar la morfología de las NCs obtenidas, éstas se caracterizaron mediante 
microscopía electrónica de transmisión de campo claro (BF-TEM, Figura 2a) y 
microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM, Figura 2b). La Figura 2b además 
muestra la distribución de tamaños estimada mediante ESEM. La gráfica representa el 
número de cápsulas en función del diámetro medido, representadas como porcentajes 
del número total de cápsulas medidas. Debido a la sensibilidad de la muestra ante estas 
técnicas por tratarse de un material blando, fue necesaria una fijación previa, 
deshidratación, tinción con tetróxido de osmio e inclusión en resina. Por lo tanto, lo que 
se observa en las imágenes es un corte ultrafino del bloque de resina en el que las NCs 
se incluyeron.  

 
Figura 2. Caracterización morfológica de las NCs mediante BF-TEM (a) y ESEM (b) a partir de una sección 
del bloque de resina epoxi en el que se incluyeron las NCs. La gráfica representa el análisis del recuento 
de frecuencia de la distribución de tamaños estimada a partir de las imágenes de ESEM. 
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Las NCs mostraron una morfología esférica y un tamaño bastante homogéneo. El 
diámetro medio calculado en base a las imágenes de ESEM es de 104 ±16 nm. Además, 
debido a que se realizó una tinción con osmio para aumentar el contraste del polímero, 
en las imágenes se puede apreciar un halo más oscuro alrededor de cada NC, que 
probablemente corresponde a la capa externa de surfactante y de quitosano que 
recubre cada núcleo de nanoemulsión. En la literatura está generalmente aceptado que 
tanto la morfología como el tamaño de las nanopartículas juegan un papel muy 
importante en su interacción con las células y tejidos biológicos [64]. La morfología 
esférica se ha asociado en algunos trabajos con una mayor internalización celular en 
comparación con otras morfologías como la cilíndrica o la de disco [65,66]. En cuanto al 
tamaño, debido a las numerosas discrepancias en la literatura, no existe un criterio único 
sobre el tamaño más apropiado para favorecer o disminuir (según la aplicación 
específica de cada nanopartícula) las interacciones con las células. Mientras que en 
algunas publicaciones se concluye que cuanto menor es el tamaño de la nanopartícula, 
mayor es la internalización celular [67], Yin y colaboradores demostraron que existía un 
rango de tamaños óptimo para la internalización de sus nanopartículas poliméricas (100-
200 nm), mientras que tamaños inferiores (50 nm) y superiores (500 y 1000 nm) 
resultaban en una menor internalización en células Caco-2.  

Por otro lado, se midió el potencial zeta de las NCs a pH 6 y resultó ser positivo (+26.3 
±2.9 mV, promedio de varios lotes), lo que muy probablemente refleja la existencia de 
grupos catiónicos en la superficie de la nanocápsula a este pH. Estos grupos catiónicos 
sólo pueden provenir de los grupos amino protonados del quitosano (cuyo pKa se 
encuentra en torno a 6-6.5 [28]), ya que el resto de componentes de la NC son aniónicos 
(ácido oleico) o no iónicos (surfactantes). Además, en la literatura frecuentemente se 
reportan potenciales zeta positivos exhibidos por nanocápsulas recubiertas de 
quitosano y se atribuyen a la presencia de este polímero en la superficie [9,68].  

Con el objetivo de optimizar la síntesis de las NCs, se evaluó si el tratamiento de 
gelificación iónica era imprescindible para la formación de las NCs o podía ser suprimido 
para simplificar el protocolo de síntesis.  

Los resultados indicaron que las NCs sintetizadas omitiendo el paso de adición de 
sulfato de sodio presentaban un potencial zeta negativo (-26 ±7 mV), lo que indicaba 
que el recubrimiento polimérico no se estaba produciendo de la misma forma que en 
presencia de la sal. Esto podría deberse a que la conformación adoptada por el 
quitosano no permitía la exposición de los grupos amino en la superficie de la NC o a 
que la debilidad de las interacciones del quitosano disperso en la fase acuosa con los 
núcleos de nanoemulsión no posibilitaba la formación y consolidación del recubrimiento 
polimérico de las NCs.  

Está ampliamente descrito en literatura que la adsorción de quitosano sobre vesículas 
o nanoemulsiones cargadas negativamente provoca una inversión del potencial zeta, 
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pasando de negativo a positivo, debido a que las cargas negativas son neutralizadas y la 
carga neta se vuelve positiva [9,28,69,70]. Teniendo en cuenta que el potencial zeta de 
los núcleos de nanoemulsión, en ausencia de quitosano, es negativo (-30 ±5 mV) y que 
en presencia de quitosano, sin el tratamiento de gelificación iónica, no se produce la 
inversión del potencial zeta a valores positivos, claramente la gelificación iónica era un 
proceso imprescindible para obtener NCs con un adecuado recubrimiento de quitosano 
que permitiera la exposición de los grupos amino hacia el exterior de las NCs.  

Como se ha descrito en la introducción, los grupos amino del quitosano son los 
responsables de muchas de las interesantes propiedades del quitosano, como su 
facilidad para internalizar en las células o su mucoadhesividad, además de servir como 
grupo funcional para modificar fácilmente la superficie de las NCs [1,19,50]. Por todas 
estas razones, la exposición de los grupos amino en la superficie de la NC era un objetivo 
fundamental para continuar con el desarrollo e investigación de las NCs, por lo que se 
decidió mantener la gelificación iónica en el protocolo.  

Después, se analizó otro aspecto importante para la optimización de la síntesis: la 
sonicación durante la adición de las NCs a la solución de sulfato de sodio. La eliminación 
de la etapa de sonicación en el proceso de síntesis podría representar una ventaja en 
cuanto a la viabilidad del proceso para futuras aplicaciones que requieran una 
manufacturación a escala industrial. Las NCs obtenidas sustituyendo la sonicación por 
una agitación suave (nsCS-NC) se caracterizaron en términos de potencial zeta, 
composición química y diámetro hidrodinámico, y se compararon con las sonicadas (sCS-
NC).  

Para evaluar el efecto de la sonicación en las propiedades de superficie de las NCs, se 
midió el potencial zeta de varios lotes y se calculó el promedio. Ambas cápsulas 
mostraron un potencial positivo cuando se midieron en una solución de KCl 10 mM pH 
6, con valores en el mismo rango (+26.3 ±2.9 mV en el caso de las sCS-NC y +23.1 ±5.2 
mV en el caso de las nsCS-NC), lo que indica que en ambos casos los grupos amino están 
expuestos en la superficie exterior de la cubierta de quitosano. 

Para confirmar la presencia de quitosano y estudiar si existían diferencias en la 
composición química entre los dos tipos de NCs, éstas fueron analizadas mediante 
espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). La Figura 3a-d incluye 
los espectros FTIR de cada uno de los componentes individuales de las NCs (quitosano, 
ácido oleico, Tween® 20 y Span® 85) y en la Figura 3e se muestra la comparativa de los 
espectros FTIR de sCS-NC y nsCS-NC, que demuestra que la ausencia o inclusión de 
sonicación no estaba afectando significativamente a la interacción química entre los 
núcleos de nanoemulsión y la capa de quitosano ya que es posible reconocer la 
presencia de quitosano en ambos casos, así como de los otros tres componentes de las 
NCs, con una intensidad relativa similar en los dos casos. El espectro FTIR del quitosano 
muestra picos a 3362, 1655 y 1540 cm-1, que corresponden a las bandas características 
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de las aminas (en superposición con la banda de los hidroxilos que forman puentes de 
hidrógeno), amidas I y amidas II, respectivamente [71–73]. Estos picos permiten 
diferenciar la presencia del quitosano de la del resto de componentes de la NC ya que 
son específicos del espectro del quitosano y aparecen en los espectros de las sCS-NC y 
nsCS-NC.  

 
Figura 3. Análisis FTIR de quitosano (a), ácido oleico (b), Span85 (c) y Tween 20 (d). Comparativa de los 
espectros FTIR de NCs sonicadas (sCS-NC) y no sonicadas (nsCS-NC) (e). 
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La Figura 4 incluye la distribución de tamaños determinada mediante DLS de los 
núcleos de nanoemulsión obtenidos justo antes de añadir el quitosano (a), las NCs 
obtenidas por sonicación (sCS-NC, b) y las NCs no sonicadas obtenidas por agitación (ns-
CS-NC, c).  

 
Figura 4. Distribución de tamaños analizada mediante DLS y expresada como porcentajes de los 
diámetros hidrodinámicos de núcleos de nanoemulsión antes del recubrimiento de quitosano (a), sCS-
NC (b) y nsCS-NC (c). 

El diámetro hidrodinámico de las NCs recubiertas con quitosano (Figura 4b,c) resultó 
ser mayor que el de los núcleos de nanoemulsión, cuya distribución de tamaños se 
encuentra entre 65 y 80 nm (Figura 4a). Este aumento de tamaño se atribuyó a la 
presencia de una capa de quitosano alrededor de cada núcleo de nanoemulsión, como 
se apreció mediante microscopía electrónica (descrito previamente). Un incremento de 
tamaño similar, de entre 100 y 200 nm, fue observado por Calvo y colaboradores al 
recubrir con quitosano una nanoemulsión de aceite en agua y fue atribuido a la misma 
causa [9]. Sin embargo, en el caso de las NCs sonicadas (Figura 4b), el diámetro 
hidrodinámico final fue mayor que en la muestra no sonicada (Figura 4c). Las NCs 
sonicadas muestran una población mayoritaria con tamaños comprendidos entre 150 y 
250 nm, pero contiene un porcentaje significativo (20-25 %) de cápsulas con un diámetro 
mucho mayor (650-1100 nm) que podría deberse a fenómenos de agregación, lo que 
indica una menor estabilidad de esta muestra en suspensión acuosa. En el caso de las 
NCs no sonicadas, cuya población mayoritaria posee diámetros de entre 75 y 125 nm, 
se detecta una menor presencia de agregados, de menor diámetro (alrededor de 300 
nm) y en menor porcentaje (5-10 %), lo que podría considerarse aceptable para muchas 
aplicaciones futuras.  

Finalmente, teniendo en cuenta que los resultados de la caracterización de las NCs 
sonicadas y no sonicadas demostraban que la calidad de las NCs obtenidas sin sonicación 
era muy satisfactoria, se decidió sustituir el proceso de sonicación por agitación a la hora 
de sintetizar NCs para el resto de experimentos. 
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2.2. Preservación de las NCs en forma sólida mediante agentes 
crioprotectores 

Uno de los mayores obstáculos que limita el uso de las nanopartículas es su 
inestabilidad físico-química cuando permanecen en suspensión mucho tiempo, 
especialmente durante las fases de distribución y almacenaje de los productos 
farmacéuticos. Para mejorar la estabilidad a largo plazo de estos sistemas, una opción 
frecuentemente utilizada en la industria farmacéutica es eliminar el agua. El proceso 
más utilizado para ello es la liofilización, que consiste en la deshidratación de una 
muestra congelada mediante sublimación y desorción en condiciones de vacío. 

Generalmente es necesario añadir agentes crioprotectores y lioprotectores que 
protegen a la muestra del estrés que suponen los procesos de congelación y liofilización. 
La inmovilización de las nanopartículas en una matriz amorfa de crioprotector puede 
evitar la agregación y protegerlas del estrés mecánico de los cristales de hielo [34]. Los 
crioprotectores más utilizados para la liofilización de nanopartículas poliméricas y 
lipídicas son azúcares [40]. 

Los experimentos reportados aquí sobre la primera optimización de las condiciones de 
liofilización de las NCs de quitosano se desarrollaron en las instalaciones de la empresa 
Kuecept Ltd (Londres, Reino Unido) bajo la supervisión de la Dra. Cristina Freire y la Dra. 
Doroty Codoni.  

Con el objetivo de encontrar un agente crioprotector y unas condiciones de 
liofilización adecuadas para las NCs, se probaron varios azúcares crioprotectores y varias 
concentraciones tanto de azúcar como de NCs. En concreto, se prepararon suspensiones 
de NCs a 5 y 10 mg/mL mezcladas con trehalosa, lactosa ó manitol al 5 ó 10 % (w/v), se 
congelaron y se liofilizaron. Las concentraciones de azúcar se seleccionaron de acuerdo 
a la literatura, donde concentraciones del 5-10 % suelen ser suficiente para proteger las 
NCs, aunque en algún caso también se reporta que fue necesario alcanzar un 30 % [40]. 
La concentración de nanopartículas también juega un papel importante durante la 
liofilización, ya que se ha visto que cuanto mayor es la concentración de nanopartículas 
poliméricas, mejor es la calidad del producto liofilizado [74].   

Una indicación de la buena calidad de la liofilización es que el producto de la 
liofilización, llamado torta, sea poroso y no se haya comprimido. En la Figura 5 se 
muestran fotos de las tortas obtenidas tras liofilizar las NCs con los azúcares 
crioprotectores.  
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Figura 5. Fotos de las tortas obtenidas tras liofilizar las NCs sin crioprotector o tras la adición de azúcares 
crioprotectores.  

Las NCs liofilizadas en ausencia de azúcares colapsaron totalmente, quedando 
evidenciada la necesidad de añadir agentes crioprotectores. Por el contrario, las 
muestras con trehalosa y lactosa presentaban liofilizados porosos, pero se habían 
comprimido parcialmente. Sin embargo, las muestras con manitol presentaban un 
aspecto óptimo, tanto en porosidad como en volumen.  

Tras la liofilización, las muestras fueron reconstituidas añadiendo el volumen inicial de 
agua. La reconstitución en agua de las NCs con trehalosa y lactosa requirió agitación 
constante durante 20 h y aun así no se consiguió una reconstitución adecuada ya que a 
simple vista podían observarse filamentos en suspensión y no fue posible la disolución 
total de los precipitados ni tras resuspender con pipeta. Por el contrario, con las 
muestras liofilizadas con manitol se consiguió una resuspensión homogénea de forma 
instantánea, por lo que se seleccionó este crioprotector para continuar el estudio. 

Además de proporcionar un liofilizado poroso con un tiempo de reconstitución breve, 
una adecuada liofilización debe mantener las características físico-químicas iniciales de 
la muestra (tamaño, estado de agregación, carga superficial…). Para evaluar la calidad 
de la liofilización, se determinó el diámetro hidrodinámico medio, el potencial Z y la 
osmolaridad de las muestras con distinta cantidad de manitol después de la 
reconstitución y se compararon con las NCs originales no liofilizadas (Tabla 1). 

Tabla 1. Caracterización físico-química (tamaño, potencial zeta y osmolaridad) de las NCs liofilizadas 
bajo distintas condiciones y posteriormente reconstituidas en el mismo volumen de agua. 

Concentración 
de NCs, 
% (w/v) 

Concentración 
de manitol, 

% (w/v) 

Ratio 
NCs:manitol 

Diámetro 
medio, 

nm 

Potencial 
zeta, 
mV 

Osmolaridad, 
mOsm/L 

0.5 No liofilizada - 102.7 +17.4 10 

0.5 5 1:10 127.4 +5.5 269 

0.5 10 1:20 134.3 +3.6 534 

1 5 1:5 299.3 +7.3 272 

1 10 1:10 108.5 +2.3 536 
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La muestra liofilizada a 1 % de NCs con un 10 % de manitol presenta el tamaño más 
parecido a la muestra original (108.5 nm frente a los 102.7 nm de la original). Tras la 
liofilización de NCs a 0.5 % con un 5 ó 10 % de manitol también se obtienen diámetros 
medios aceptables (127.4 y 134.3 nm, respectivamente). Sin embargo, la muestra 
liofilizada a 1 % de NCs con sólo un 5 % de manitol agregó de forma notable (299.3 nm). 
Estos resultados sugieren que la concentración de NCs y de manitol son parámetros 
interdependientes, por lo que es necesario ajustar el ratio entre ellos para mantener el 
tamaño original de las NCs. Así, ratios de NCs:manitol de 1:10 (0.5 % NCs con 5 % manitol 
y 1 % NCs con 10 % manitol) y de 1:20 (0.5 % NCs con 10 % manitol) favorecen una 
liofilización de calidad, mientras que ratios 1:5 (1 % NCs con 5 % manitol) no incluyen 
suficiente crioprotector como para evitar la agregación de las NCs. Está descrito en la 
literatura que para formar una matriz amorfa que pueda estabilizar las NCs que se 
encuentran en ella, tiene que haber suficiente manitol molecularmente disperso, ya que 
si no la formación de cristales de hielo y manitol pueden ejercer fuerzas mecánicas que 
empujan a las NCs a formar agregados e incluso fusionarse entre ellas [34]. Los 
resultados indican que en el caso de nuestras NCs debe alcanzarse el ratio 1:10, como 
mínimo, ya que concentraciones de azúcar en exceso no parecen afectar de forma 
negativa al tamaño de la muestra. Esto concuerda con otros trabajos científicos, donde 
la calidad de la liofilización mejora a partir de cierta concentración de azúcar, 
normalmente entre 2 y 30 %, según la concentración de nanopartículas [39].  

En cuanto al potencial zeta, se aprecia una ligera disminución tras la liofilización. En la 
bibliografía esto es explicado por las interacciones de tipo puente de hidrógeno que se 
podrían estar estableciendo entre el azúcar crioprotector y el quitosano, que alterarían 
el potencial de la capa de hidratación en la superficie de la nanocápsula [40]. 

Por último, la osmolaridad es un parámetro a tener en cuenta en algunos tipos de 
administración, como la intravenosa, en la que se recomienda ajustar la tonicidad del 
fármaco a la de la sangre para evitar fenómenos de hipotonicidad o hipertonicidad, que 
pueden acarrear daños celulares. Por ello, con un osmómetro se midió la osmolaridad 
de las muestras tras añadir el azúcar. La concentración de NCs apenas afecta a la 
osmolaridad, mientras que pequeños incrementos de manitol aumentan mucho la 
osmolaridad. La osmolaridad de las NCs originales sin azúcar era muy baja (10 mOsm/L), 
pero con un 5 % de manitol subió a 269-272 mOsm/L y con un 10 % a 534-536 mOsm/L. 
La osmolaridad del plasma humano está en torno a 300 mOsm y se recomienda no 
sobrepasar los 500 mOsm/L [75,76], por lo que concentraciones de manitol iguales o 
ligeramente superiores al 5 % pueden considerarse óptimas para aplicaciones que 
requieran administración intravenosa.  

En conclusión, la adición de manitol, además de estabilizar y proteger la muestra 
durante el proceso de congelación y liofilización, aportaría los solutos necesarios para 
conseguir una formulación apta en el caso de una futura administración intravenosa. 
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2.3. Toxicidad e internalización de las NCs en células Vero 

El desarrollo de nuevos materiales para aplicaciones biomédicas implica que su 
biocompatibilidad sea uno de los principales aspectos a evaluar. El orden lógico a seguir 
es comenzar estudiando la toxicidad e interacción biológica a nivel celular, ya que los 
métodos para la caracterización in vitro son más sencillos, baratos y evitan el sufrimiento 
animal, para después ampliar el alcance del estudio a organismos más complejos si los 
resultados previos han sido satisfactorios, siendo imprescindibles los estudios in vivo 
para asegurar la biocompatibilidad del material. De esta forma, se pueden determinar 
las dosis toleradas del nanomaterial, así como descartar o rediseñar los materiales que 
causen una elevada toxicidad.  

En el caso de estudios celulares in vitro, la selección de la línea celular es importante y 
debe ir acorde a la aplicación final del nanomaterial. En este caso, las NCs han sido 
desarrolladas para el transporte de fármacos y durante su administración van a entrar 
en contacto con distintos tejidos sanos del cuerpo, que pueden variar en función de la 
vía de administración. Por ello, y en representación de células normales sanas, para el 
estudio de citotoxicidad se seleccionó la línea celular Vero, que son células epiteliales 
de riñón de mono verde africano (Chlorocebus sp). Además, en los capítulos posteriores 
se describe la investigación de las interacciones de las NCs con otras células involucradas 
en cada aplicación concreta.  

La citotoxicidad de las NCs de quitosano fue analizada en células Vero mediante el 
ensayo de viabilidad celular basado en la reducción del compuesto bromuro de 3-(4,5- 
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico 
basado en la reducción en el interior de las células del compuesto MTT a cristales de 
formazán. La tasa de reducción del MTT depende de la actividad metabólica de las 
células y generalmente es directamente proporcional al número de células viables [77]. 
Para determinar a partir de qué concentración la viabilidad celular se veía afectada por 
la presencia de NCs, las células fueron incubadas durante 24 h con las NCs a distintas 
concentraciones, desde 0.01 mg/mL hasta 0.3 mg/mL (Figura 6).  
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Figura 6. Viabilidad de células Vero incubadas con NCs durante 24 h.  

En la Figura 6 se puede observar que para concentraciones comprendidas entre 0.01 
y 0.1 mg/mL, la viabilidad celular se encuentra por encima del 90 %, a 0.15 mg/mL 
desciende al 50 % y a concentraciones mayores disminuye por debajo del 20 %. 

Se ha establecido que la carga superficial y la composición están entre los factores 
físico-químicos más importantes que influyen en los efectos toxicológicos y las 
interacciones entre las partículas y las células [78]. Algunos estudios de viabilidad celular 
han demostrado que la citotoxicidad del quitosano es baja o inexistente [79,80]. De 
hecho, está aprobado por la FDA para uso dietético y como apósito para heridas [21]. 
Las nanocápsulas de quitosano de Chauhan y colaboradores mostraron una toxicidad en 
células Vero inferior al 20 %, a las concentraciones testadas mediante MTT [71]. Sin 
embargo, también existen publicaciones en las que nanopartículas basadas en 
quitosano ejercen efectos citotóxicos considerables, muy superiores a los observados 
en nuestras NCs [80,81]. Hay que tener en cuenta que en estos casos la citotoxicidad 
puede provenir de la propia estructura nanométrica del material, ya que las propiedades 
de un material pueden cambiar en su forma nanométrica con respecto a su forma 
macrométrica, o puede provenir del resto de componentes de la nanopartícula. Por 
ejemplo, las nanopartículas recubiertas con quitosano de Pradines y colaboradores 
mostraron una elevada toxicidad en células HeLa, pero demostraron que provenía de 
los componentes del núcleo de poli(isobutilcianoacrilato), ya que la citotoxicidad se 
mantenía al eliminar la cubierta de quitosano [80]. En el caso de nuestras NCs, la 
citotoxicidad podría también provenir del núcleo, donde se encuentran los surfactantes, 
ya que algunos surfactantes han sido relacionados con efectos tóxicos [82–84]. Además, 
la cantidad de surfactantes utilizada para sintetizar las NCs es casi 10 veces mayor que 
la de quitosano, lo que refuerza la hipótesis de que la modesta toxicidad esté 
principalmente causada por los surfactantes. No obstante, esta cuestión está siendo 
objeto de estudio en otra tesis del grupo. 
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Por otro lado, generalmente las nanopartículas con carga electrostática positiva son 
más citotóxicas que las de carga negativa. Por ejemplo, las nanocápsulas poliméricas de 
Łukasiewicz y colaboradores exhibían menos efectos desfavorables en la viabilidad de 
células HEK 293 (células embrionarias de riñón humano) cuando estaban cargadas 
negativamente [85]. Además, cuanto mayor es la carga positiva, mayor citotoxicidad 
[16,86]. Este hecho está relacionado con la mayor interacción de las nanopartículas 
positivas con la membrana celular y su mayor internalización [81]. Por ello, una de las 
tareas más difíciles a la hora de diseñar un nanotransportador es controlar el equilibrio 
entre la internalización efectiva en la célula y la inducción de efectos citotóxicos.  

Durante los ensayos de viabilidad celular se observó una elevada internalización de las 
NCs en las células, lo que podría estar asociado a su toxicidad. La Figura 7 muestra 
imágenes de células Vero incubadas durante 24 h con NCs a 0.05 mg/mL. Las células 
fueron fijadas con paraformaldehído 4 % y sus núcleos teñidos con DAPI.  

 
Figura 7. Internalización de las NCs en células Vero tras 24 h de incubación. Las células fueron fijadas y 
los núcleos teñidos con DAPI (azul). Las imágenes fueron adquiridas con objetivos 20X (fila de arriba) y 
60X (fila de abajo). Las flechas señalan las vesículas intracelulares formadas. 

En la Figura 7 se puede distinguir la gran cantidad de vesículas intracelulares formadas 
tras 24 h de incubación con las NCs, mientras que en el control sin NCs la presencia de 
vesículas es mucho menor. Este ensayo proporcionó los primeros datos indicadores de 
la gran capacidad de estas NCs para entrar dentro de las células. 
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Para profundizar el estudio de internalización celular se decidió marcar las NCs con 
fluoróforos para poder visualizarlas directamente mediante microscopía de 
fluorescencia. 

2.4. Marcaje fluorescente de las NCs 

2.4.1. Fluoróforos seleccionados para el marcaje de las NCs 

El amplio abanico de fluoróforos disponible en el mercado ha permitido seleccionar 
aquellos que poseen propiedades compatibles con las NCs. El grado de hidrofilicidad o 
hidrofobicidad de la molécula fluorescente es uno de los principales factores a tener en 
cuenta para el marcaje de las NCs en los distintos compartimentos: cuanto más 
hidrofóbica, más favorable es su encapsulación en el núcleo lipídico, mientras que 
fluoróforos más hidrofílicos podrían ser atrapados en la capa hidrofílica de quitosano. 
Además, los grupos amino del quitosano ofrecen la posibilidad de unir covalentemente 
fluoróforos a la superficie de la NC.  

Para la encapsulación en el núcleo de la nanocápsula, se seleccionaron moléculas 
fluorescentes con una estructura química hidrofóbica, como el Nile Red, el BODIPY 
(abreviatura de borodipirrometano) y el DiD, frecuentemente utilizados para marcar 
membranas, lípidos y otros compuestos lipofílicos [87–89]. Por otro lado, también se 
tuvo en consideración el espectro de fluorescencia de cada fluoróforo, seleccionando 
aquellos que se excitaban y emitían fluorescencia en las regiones del espectro que 
interesaban en cada ocasión o aplicación. Como ya se ha comentado previamente, para 
ensayos in vivo son más apropiadas las moléculas que emiten fluorescencia en la región 
espectral del infrarrojo cercano (NIR), en este caso el Cardiogreen (ICG) y el DY-780, 
debido a la baja absorbancia de los tejidos en esta región, mientras que para 
experimentos in vitro son válidos los compuestos que emiten fluorescencia en la región 
del visible. Además, en la selección de los fluoróforos a utilizar, también se han tenido 
en cuenta las limitaciones de los equipos con los que se iba a trabajar (por ejemplo, los 
láseres y filtros de fluorescencia disponibles en los microscopios o espectrofotómetros 
de fluorescencia) y se ha intentado minimizar los solapamientos entre fluorescencias en 
aquellos experimentos en los que se combinaran varias moléculas fluorescentes.  

La Figura 8 reúne las estructuras moleculares y los espectros de excitación y emisión 
de todos los fluoróforos utilizados para marcar las NCs durante esta tesis. La gran 
variedad de fluoróforos ha posibilitado el desarrollo de un abanico de NCs con distinto 
marcaje fluorescente que pueden ser utilizadas en base a los requerimientos de cada 
aplicación concreta. 
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Figura 8. Estructuras moleculares y espectros de fluorescencia de los fluoróforos BODIPY, Nile Red, DiD, 
DY-780 y Cardiogreen (ICG). Las líneas discontinuas representan los espectros de excitación y las líneas 
continuas los de emisión. Imagen de los espectros cortesía de AAT Bioquest. 

Las NCs han sido marcadas con los fluoróforos mencionados mediante distintos 
métodos. El primer método investigado fue la encapsulación de los fluoróforos en el 
interior de la NC, ya sea a través de su incorporación a los núcleos de nanoemulsión o 
embebidos en el recubrimiento de quitosano. Después, se estudió la posibilidad de unir 
covalentemente un fluoróforo a la superficie de las NCs utilizando los grupos amino del 
quitosano y un grupo funcional apropiado en la estructura de la molécula fluorescente. 
El proceso de funcionalización fue optimizado para conseguir el método de conjugación 
más eficiente y mejorar la emisión de fluorescencia de las NCs. Por último, se exploró el 
marcaje simultáneo de una misma NC con dos fluoróforos, uno encapsulado y otro unido 
a la superficie. 

2.4.2. Encapsulación de fluoróforos 

Con el objetivo de utilizar las NCs en ensayos in vitro, los siguientes fluoróforos fueron 
encapsulados en el núcleo lipídico debido a su elevada hidrofobicidad: Nile Red (NR), 
BODIPY (BY) y DiD. Para ello, se añadió el fluoróforo disuelto en etanol a la fase orgánica 
justo antes de formar la nanoemulsión y se continuó la síntesis siguiendo el protocolo 
estándar. La cantidad de fluoróforo añadida se optimizó para cada fluoróforo según los 
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requerimientos de los experimentos posteriores (Nile Red 50 µg, BODIPY 200 µg y DiD 
100 µg). Para analizar la fluorescencia de las NCs obtenidas se registró su espectro de 
fluorescencia utilizando un espectrofluorímetro (Figura 9). Cabe mencionar que la 
intensidad de fluorescencia se expresa generalmente en unidades arbitrarias ya que 
depende de la cantidad de luz que ilumina la muestra y cambia en función de muchos 
parámetros (potencia de la lámpara, eficiencia del monocromador de excitación, 
apertura de la rendija de excitación, etc.) que pueden variar si las medidas se realizan 
con instrumentos distintos o incluso con el mismo instrumento, pero en momentos 
distintos. El objetivo del ensayo era realizar una caracterización cualitativa tras la síntesis 
de cada tipo de NC para saber si los fluoróforos habían sido correctamente 
encapsulados, de forma que las NCs fueran capaces de emitir fluorescencia. Las 
diferentes NCs fueron medidas a concentraciones distintas y en días distintos, según los 
ensayos, ya que no se pretendía comparar las intensidades de fluorescencia entre ellas. 
Los espectros de fluorescencia de los fluoróforos libres han sido representados 
utilizando la herramienta Spectraviewer de ThermoFisher para facilitar la comparativa 
de las longitudes de onda de emisión máximas con los fluoróforos encapsulados (Nile 
Red, Figura 9a; BODIPY, Figura 9b; DiD, Figura 9c). 
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Figura 9. Espectros de emisión de fluorescencia de los fluoróforos BODIPY (a), Nile Red (b) y DiD (c), 
libres (rojo) o encapsulados (azul). Los espectros de fluorescencia de los fluoróforos libres han sido 
representados utilizando la herramienta Spectraviewer de ThermoFisher®. 
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Tras el análisis, se observó que los tres tipos de NCs emitían fluorescencia, indicando 
que la encapsulación de estos tres fluoróforos había sido exitosa. Se puede observar que 
los picos de emisión de los fluoróforos encapsulados están ligeramente desplazados con 
respecto a los de los fluoróforos libres. Esto es debido al cambio en el entorno molecular 
del fluoróforo, ya que los fluoróforos son extremadamente sensibles a la polaridad de 
la matriz o del disolvente en el que se encuentran, la viscosidad, pH y fuerza iónica, así 
como a la presencia de surfactantes [48,90].   

La Tabla 2 resume la caracterización mediante DLS y potencial zeta de las NCs, donde 
se reportan los valores medios de diámetro hidrodinámico y potencial zeta obtenidos a 
partir de distintos lotes de cada tipo de NC. 

Tabla 2. Caracterización del tamaño y potencial zeta de las NCs tras la encapsulación de distintos 
fluoróforos. Los datos reportados corresponden a las medias de las medidas de DLS y potencial zeta de 
varios lotes. 

Fluoróforos Diámetro medio, nm Potencial zeta, mV 

Nile Red 130.9 ±31.8 +23.7 ±2.3 

BODIPY 187.0 ±32.2 +20.6 ±3.8 

DiD 150.8 ±28.2 -24.5 ±3.4 

 

El diámetro hidrodinámico medio de las NCs cargadas de fluoróforo es en los tres casos 
mayor que el descrito previamente para las NCs vacías, que se encontraba en torno a 
100 nm. La presencia de fluoróforo en el interior de las NCs podría ser responsable de 
este aumento de tamaño, debido a las posibles interacciones del fluoróforo con los 
componentes de la NC. En cuanto al potencial zeta, es positivo, como en el caso de las 
NCs vacías (+23.1 mV), tras la encapsulación de Nile Red (+23.7 mV) y de BODIPY (+20.6 
mV), mientras que pasa a ser negativo tras la encapsulación de DiD (-24.5 mV). Las 
diferencias observadas llevan a pensar que cada fluoróforo interacciona de una forma 
distinta con la NC, pudiendo darse una modificación de la organización supramolecular, 
al menos en cuanto a la estructura de la capa exterior de polímero y al grado de 
exposición de los grupos amino del quitosano en la superficie. 

Por otro lado, se intentó encapsular un fluoróforo apropiado para su uso in vivo por 
tener longitudes de onda de excitación y emisión en la primera ventana óptica de la 
región cercana al infrarrojo (700-1000 nm [43,44]): el Cardiogreen (ICG). A diferencia de 
los fluoróforos anteriores, el Cardiogreen presenta grupos hidrofílicos en su estructura, 
por lo que además de explorar su encapsulación en el núcleo de la NC mediante adición 
a la fase orgánica, también se exploró la posibilidad de encapsularlo en la cubierta 
hidrofílica de quitosano, ya que podría ser más favorable. Sin embargo, no se consiguió 
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detectar fluorescencia en ninguno de los dos casos al analizar las NCs en suspensión 
acuosa mediante espectrofluorimetría. Varias explicaciones podrían ser plausibles: 1) el 
fluoróforo no se ha encapsulado, 2) la cantidad de fluoróforo encapsulada es demasiado 
baja para poder detectar la fluorescencia emitida, 3) la fluorescencia está siendo 
quencheada, ya sea por los componentes del interior de las NCs o por la propia 
proximidad entre los fluoróforos en el interior de la NC (self-quenching).  

Para investigar la primera hipótesis, se evaluó si el Cardiogreen había sido 
encapsulado. Para ello, se liberó el posible fluoróforo del interior de la NC utilizando un 
método de extracción con un disolvente orgánico (MeOH), basado en la mayor 
solubilidad y afinidad del fluoróforo por el disolvente, lo que favorece su separación de 
la NC. Posteriormente, se midió la emisión de fluorescencia del Cardiogreen liberado. La 
Figura 10 muestra los espectros de emisión del Cardiogreen extraído en MeOH tras su 
encapsulación en la fase orgánica o en el quitosano. 

 
Figura 10. Espectros de fluorescencia del Cardiogreen extraído de las NCs en MeOH tras su 
encapsulación en la fase orgánica (azul) o en el quitosano (verde). 

Como puede apreciarse en la gráfica, tras la extracción del Cardiogreen se registró 
emisión de fluorescencia en el caso de la encapsulación en el quitosano, lo que indica 
que el fluoróforo había sido encapsulado con éxito en el recubrimiento de la NC, pero 
no ocurría lo mismo en el caso de la encapsulación en la fase orgánica, cuya 
fluorescencia emitida apenas era detectable.  

La segunda hipótesis barajaba que el Cardiogreen había sido encapsulado, pero no en 
la cantidad suficiente como para emitir fluorescencia de forma detectable mediante 
espectrofotometría. La cantidad de fluoróforo añadida durante el proceso de 
encapsulación en la fase orgánica había sido de 200 µg. Para confirmar o descartar esta 
hipótesis, se incrementó la cantidad de Cardiogreen añadida a la fase orgánica hasta 80 
veces (16 mg). No obstante, tampoco se detectó la señal de fluorescencia esperada al 
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medir las NCs en suspensión acuosa. Para comprobar que realmente se había 
encapsulado una gran cantidad de fluoróforo, el Cardiogreen encapsulado fue extraído 
en MeOH y cuantificado tras realizar un calibrado del fluoróforo de partida en este 
disolvente. La cantidad total encapsulada fue de 2.3 mg de Cardiogreen, lo que suponía 
una carga muy elevada de fluoróforo en las NCs (del 34 % en peso). Es importante 
destacar que el fluoróforo extraído fue diluido secuencialmente hasta encontrar el 
rango lineal que asegura el cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer para la 
cuantificación de moléculas en suspensión (Figura 11).  

 
Figura 11. Fluorescencia emitida por el Cardiogreen extraído de las NCs a MeOH tras ser encapsulado 
en la fase orgánica.  

Como se puede observar en la Figura 11, a partir de cierta concentración (2.3 µg/mL), 
el incremento de la intensidad de fluorescencia del Cardiogreen dejaba de ser lineal, 
evidenciando un fenómeno de quenching, lo que nos llevó a cuestionarnos la tercera 
hipótesis, relativa al posible quencheo de la fluorescencia de la molécula una vez incluida 
en la estructura de la NC. 

El quenching, o atenuación de fluorescencia, se refiere a cualquier proceso que 
disminuya la intensidad de emisión de fluorescencia de una sustancia dada. Así como 
durante el fenómeno de quenching generalmente existe una molécula que emite 
fluorescencia (fluoróforo) y otra que la absorbe (quencher), el self-quenching es un tipo 
especial de quenching en el que las moléculas que generan fluorescencia y las moléculas 
que la extinguen son las mismas, siendo particularmente evidente a concentraciones 
elevadas de fluoróforo [91].  

Dado que los espectros de excitación y emisión del Cardiogreen solapan 
sustancialmente (Figura 8), podría estar produciéndose self-quenching en el interior de 
las NCs debido al efecto de re-absorción de la fluorescencia y de transferencia de energía 
de resonancia de Förster (FRET) entre dos moléculas iguales de fluoróforo (homoFRET). 
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Este fenómeno se produce cuando los fluoróforos están agregados o se encuentran muy 
cerca unos de otros, facilitando que parte de la energía radiativa emitida por una 
molécula sea transferida y absorbida por una molécula vecina, lo que disminuye la 
fluorescencia global detectada [92]. En el caso de nuestras NCs, es muy probable que las 
moléculas de fluoróforo estén muy próximas entre sí en el interior de las NCs y estén 
produciendo self-quenching. Teniendo en cuenta que las moléculas de fluoróforo se 
encuentran en un volumen muy reducido cuando están encapsuladas en el interior de 
la NC, es muy probable que el fluoróforo en el interior de las NCs esté siendo 
quencheado y por ello no se observe emisión de fluorescencia. Zhegalova y 
colaboradores estudiaron los efectos de quenching producidos al conjugar fluoróforos 
NIR a macromoléculas y, además del fenómeno de FRET, observaron otro mecanismo 
implicado en el quenching (denominado “acoplamiento fuerte”), caracterizado por la 
ausencia de fluorescencia debido a que la molécula excitada regresa rápidamente a un 
estado de menor energía emitiendo energía no radiativa cuando varias moléculas de 
fluróforo están muy próximas y en orientaciones paralelas [92].  

Para evaluar si el fluoróforo NIR utilizado para el marcaje de las NCs, además de no 
incrementar su intensidad de fluorescencia a partir de cierta concentración, llegaba a 
perder totalmente la fluorescencia a concentraciones elevadas, se midió el espectro de 
emisión de fluorescencia del Cardiogreen en MeOH a diferentes concentraciones (Figura 
12). 

 
Figura 12. Fluorescencia del Cardiogreen (no encapsulado) en MeOH en función de su concentración. 

La gráfica muestra que a concentraciones superiores a 10 µM ya aparecen efectos de 
quenching, llegando a extinguirse de forma completa la fluorescencia a 800 µM, lo que 
demuestra la gran sensibilidad de este fluoróforo ante fenómenos de quenching. Esta 
es una de las principales limitaciones de este fluoróforo reportadas en literatura, que 
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compromete su aplicación biológica en muchos casos, a pesar de estar clínicamente 
aprobado en humanos para imagen médica y diagnóstica [93,94].  

Para evitar este problema, se descartó la encapsulación del Cardiogreen en el interior 
de la nanocápsula y nos planteamos marcar las NCs siguiendo una estrategia distinta: 
funcionalizar las NCs uniendo el fluoróforo covalentemente a su superficie.  

2.4.3. Funcionalización de la superficie con fluoróforos 

Los grupos amino del quitosano ofrecen la posibilidad de funcionalizar fácilmente la 
superficie de las NCs. El método de funcionalización utilizado se basa en la unión de la 
molécula homobifuncional suberato de bissulfosuccinimidilo (BS3) a través de sus grupos 
éster a un grupo amino del quitosano por un extremo y a un grupo amino del fluoróforo 
por el otro, actuando así de enlace entre la superficie de la NC y el fluoróforo. Dado que 
el Cardiogreen no posee grupos amino, se seleccionó un fluoróforo NIR que incluía en 
su estructura un grupo amino para llevar a cabo la funcionalización de las NCs: el DY-780 
derivatizado con un grupo amino.  

Tras la funcionalización, se midió la fluorescencia emitida por las NCs mediante 
espectroscopía de fluorescencia (Figura 13). La fluorescencia registrada se encontraba 
en la región NIR (intensidad máxima a 820 nm), lo que indicaba que las propiedades 
fluorescentes del DY-780 se habían conservado durante el proceso de funcionalización. 

 
Figura 13. Fluorescencia emitida por las NCs sin funcionalizar (rojo) o funcionalizadas con DY-780 (azul). 

Para investigar si la unión del DY-780 a los grupos amino estaba produciendo cambios 
en las propiedades de superficie de las NCs, se analizó su potencial zeta antes y después 
del proceso de funcionalización. El potencial zeta de las NCs disminuyó tras la 
funcionalización con DY-780 en la superficie (+28.6 ±0.9 mV antes de funcionalizar, -14.9 ±0.4 
mV después), reflejando el cambio que había ocurrido en su superficie. 
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Una vez demostrada la posibilidad de marcar las NCs con fluorescencia en la región 
NIR a través de la funcionalización de su superficie con el fluoróforo DY-780, se procedió 
a optimizar el proceso de funcionalización con el fin de maximizar la fluorescencia 
emitida por las NCs tras el marcaje. Encontrar la cantidad adecuada de moléculas 
fluorescentes todavía representa un desafío para conseguir una conjugación eficiente 
en algunas aplicaciones como el marcaje múltiple de proteínas y otras macromoléculas, 
ya que la aglomeración de las moléculas de fluoróforo en la superficie da lugar a la 
disminución de la fluorescencia [92]. 

La cantidad de moléculas fluorescentes unidas a la nanocápsula es un parámetro muy 
importante: una cantidad demasiado baja no dará señal suficiente como para estar por 
encima del límite de detección del equipo de medida, mientras que una cantidad 
demasiado alta puede producir quenching, como se ha explicado anteriormente. En las 
NCs funcionalizadas con DY-780, podrían darse dos tipos de quenching: 1) entre varias 
moléculas fluorescentes unidas a distintas cápsulas, si la concentración de NCs es tan 
elevada que hace que se encuentren muy próximas en el espacio e interfieran; 2) entre 
varias moléculas fluorescentes unidas a la superficie de una misma cápsula, si están muy 
cerca unas de otras e interfieren entre sí. 

Para evitar la primera posibilidad de quenching, es necesario encontrar el rango de 
concentración de NCs donde la fluorescencia cambia de forma lineal a la hora de 
medirla. Para evitar la segunda posibilidad, es necesario controlar de forma precisa las 
propiedades de la superficie de la NC. Con esta finalidad, se llevó a cabo una 
optimización de la funcionalización con DY-780 para encontrar las cantidades de 
reactivos que permitieran obtener mayor emisión de fluorescencia y evitar el quenching. 

La determinación de la cantidad de grupos amino accesibles en la superficie de la NC 
fue fundamental para la optimización del protocolo de funcionalización. De hecho, uno 
de los inconvenientes del uso de enlazadores homobifuncionales como BS3 es que 
pueden unir grupos amino entre diferentes NCs produciendo agregación si la cantidad 
de reactivos no está estrictamente controlada. Por esta razón, el número de grupos 
amino accesibles se utilizó como punto de partida para ajustar la cantidad de reactivos 
en los siguientes pasos del proceso.  

La cuantificación de los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las 
NCs se midió mediante el método espectrofotométrico basado en el uso del colorante 
Orange II [95]. En resumen, el método se basa en una interacción dependiente del pH 
entre grupos amino con carga positiva y el grupo -SO3 del colorante Orange II. Este 
método espectrofotométrico es simple, barato y fácil, y sus ventajas más importantes 
sobre otros métodos alternativos, generalmente usados para la cuantificación de 
aminoácidos, consisten en el uso de una molécula con bajo impedimento estérico y en 
que la relación entre los grupos amino y el reactivo es en este caso de 1:1, lo que permite 



Desarrollo de nanocápsulas de quitosano y estudio de su interacción con sistemas biológicos 

55 
 

una cuantificación directa y fiable [96]. El número de grupos amino en relación a la masa 
de NCs determinado mediante este ensayo fue de 200 nmol/mg NC.  

Durante la optimización de la funcionalización, la cantidad de BS3 siempre se mantuvo 
por debajo de los moles totales de grupos amino de las NCs para reducir la posibilidad 
de entrecruzamiento entre ellas. Se realizaron cuatro funcionalizaciones en paralelo 
partiendo del mismo lote de NCs, añadiendo 1, 5, 10 ó 15 nmol BS3/mg NC (Figura 14a). 
Para completar el proceso, se usó el doble de cantidad de fluoróforo que de BS3 en todos 
los experimentos para asegurar la reacción con todos los grupos reactivos de BS3 en la 
superficie. Una vez funcionalizadas, se midió la intensidad de fluorescencia de cada tipo 
de NC a cuatro concentraciones diferentes (3.4, 1.7, 0.85 y 0.43 mg/mL) para evaluar el 
efecto de quenching debido a la concentración de NC (Figura 14b).  

 
Figura 14. a) Esquema de las 4 cantidades de BS3 utilizadas durante la optimización de la 
funcionalización de las NCs con DY-780 (cada NC dibujada representa 1 mg de NC). b) Fluorescencia 
emitida por cada una de las 4 muestras funcionalizadas, medida a 4 concentraciones de NCs distintas 
mediante espectroscopía de fluorescencia. El error asociado a la medida es inferior al 6 %. 

 Si comparamos la intensidad de fluorescencia entre las cuatro muestras para cada 
concentración, podemos observar que de 5 a 15 nmol BS3/mg NC la intensidad de 
fluorescencia disminuye a medida que aumenta la cantidad de fluoróforo en la 
superficie. Esto podría deberse al efecto de quenching entre varios fluoróforos por su 
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proximidad en la superficie de cada NC. De estos resultados se puede concluir que 10 y 
15 nmol BS3/mg NC son cantidades demasiado altas para conseguir un marcaje eficiente 
porque en lugar de aumentar con la cantidad de fluoróforo, la fluorescencia disminuye. 
Entre las muestras con 1 y 5 nmol de BS3/mg NC, a bajas concentraciones de NCs, la 
segunda muestra una fluorescencia más alta, lo que significa que estamos reduciendo 
el efecto de quenching.  

Con respecto al quenching ocasionado por una alta concentración de NCs, éste 
aparece reflejado claramente en la curva dibujada por las cuatro concentraciones 
diferentes de cada muestra, especialmente en las muestras con 10 y 15 nmol/mg, cuya 
fluorescencia apenas aumenta al subir la concentración. Sin embargo, conforme se 
disminuye la cantidad de fluoróforo unido a la superficie, disminuye este tipo de 
quenching y se observa un mayor rango de linealidad en las curvas.  

Teniendo en cuenta todos estos resultados, se seleccionó la funcionalización con 1 
nmol BS3/mg NC como la más eficiente ya que proporciona la señal de fluorescencia más 
alta a 3.4 mg/mL sin perder la linealidad en el rango de concentraciones ensayado.  

La estrategia de funcionalización utilizada permite además llevar a cabo un doble 
marcaje de forma controlada uniendo un fluoróforo sobre la superficie de unas NCs que 
ya contengan otro fluoróforo encapsulado en su interior, obteniendo así NCs 
multifuncionales que pueden ser utilizadas en distintos tipos de ensayo. 

2.4.4. Doble marcaje: encapsulación y funcionalización de la superficie 

Hasta ahora, se había puesto a punto un abanico de NCs marcadas fluorescentemente 
de manera que cada lote de NCs estaba marcado con un único tipo de fluoróforo, que 
podía ser especialmente adecuado para experimentos in vitro o para experimentos in 
vivo, según las propiedades de su espectro de fluorescencia, como se ha indicado 
anteriormente. Sin embargo, cuando llegara el momento de relacionar los resultados in 
vitro con los resultados in vivo, éstos no serían del todo comparables, ya que las 
propiedades físico-químicas de las NCs cambian en función del fluoróforo con el que han 
sido marcadas y esto puede influir en su interacción con los sistemas biológicos. El uso 
de un tipo de NCs marcado con un fluoróforo que emita en la región del visible para los 
ensayos in vitro y de un tipo distinto marcado con un fluoróforo NIR para los ensayos in 
vivo podría incrementar la variabilidad entre resultados debida al uso de NCs con 
propiedades distintas.  

Para solucionar este problema, se planteó la posibilidad de hacer un marcaje 
simultáneo de las NCs con dos fluoróforos distintos, uno que emitiera fluorescencia en 
la región del visible y otro en la región NIR, siendo una estrategia óptima y más precisa 
para realizar ensayos in vitro e in vivo utilizando exactamente el mismo sistema. Para 
explorar esta posibilidad, se sintetizaron NCs cargadas de BODIPY siguiendo el protocolo 
descrito en el apartado de encapsulación de fluoróforos y posteriormente se 
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funcionalizó su superficie con DY-780 a través del enlazador BS3. Se decidió encapsular 
el BODIPY porque, a diferencia del Nile Red y del DiD,  su espectro de fluorescencia no 
solapaba con el del DY-780 (Figura 8), evitando así posibles interferencias entre los dos 
fluoróforos. La Figura 15 muestra los espectros de emisión de fluorescencia de las NCs 
con BODIPY encapsulado y DY-780 unido a la superficie.  

 
Figura 15. Espectro de emisión de fluorescencia de las NCs tras la encapsulación de BODIPY y posterior 
funcionalización con DY-780. La muestra fue excitada a 490 nm (a) y a 780 nm (b), consecutivamente. 

 Una vez funcionalizadas, las NCs emitían fluorescencia en las longitudes de onda del 
BODIPY (λem max = 506 nm, Figura 15a) y del DY-780 (λem max = 820 nm, Figura 15b), lo 
que indicaba que las propiedades fluorescentes de ambos fluoróforos se habían 
conservado perfectamente durante el proceso de doble marcaje.  

El BODIPY es un fluoróforo adecuado para ensayos in vitro, pero no para ensayos in 
vivo porque no emite fluorescencia en la región NIR. Por otro lado, el DY-780 es 
adecuado para ensayos in vivo pero no es la mejor opción para los ensayos in vitro 
porque los fluoróforos NIR poseen rendimientos cuánticos relativamente bajos en 
comparación con los fluoróforos que emiten en la región del visible [97], por lo que la 
intensidad de fluorescencia emitida por el DY-780 es mucho más débil que la del BODIPY. 
Sin embargo, su combinación en la misma nanocápsula permite utilizar la fluorescencia 
del BODIPY para experimentos in vitro y la del DY-780 para in vivo usando las mismas 
NCs de partida.  

2.5. Internalización de las NCs marcadas fluorescentemente en células 

La internalización de las nanopartículas en las células es un aspecto clave para 
conseguir un transporte eficiente del fármaco hasta el sitio diana. Si las nanopartículas 
no son internalizadas, el fármaco sólo podría entrar en las células si es previamente 
liberado de las nanopartículas, aunque esto favorecería su dispersión por los tejidos 
sanos adyacentes en vez de llegar principalmente a las células diana enfermas. De 
hecho, estudios in vitro e in vivo han revelado que la concentración intracelular de 
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fármaco es mucho mayor cuando las nanopartículas son internalizadas y el fármaco se 
libera en el citoplasma de la célula [98,99]. 

Como se ha comentado anteriormente, mediante microscopía óptica de campo claro 
se había observado un aumento de vesículas intracelulares durante la incubación de 
células Vero con NCs vacías. No obstante, el desarrollo y optimización de NCs marcadas 
fluorescentemente permitió analizar con más detalle su internalización mediante 
microscopía de fluorescencia. 

Para evaluar si la formación de vesículas intracelulares realmente se debía a que las 
NCs estaban siendo internalizadas, se sembraron células Vero (células epiteliales de 
riñón de mono verde africano) y se incubaron con NCs cargadas de Nile Red (Figura 16).  

 
Figura 16. Internalización de NCs cargadas de Nile Red (rojo) en células Vero tras ser incubadas a 50 
µg/mL durante 1, 4 y 24 h. Las células de las imágenes a 1 h y 4 h estaban vivas, mientras que a 24 h 
estaban fijadas. Imágenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia. Arriba: fluorescencia en el 
canal rojo. Abajo: superposición del canal rojo con el canal de campo claro. Escalas: 50 µm. 

Para hacer un seguimiento a lo largo del tiempo de las NCs marcadas 
fluorescentemente, se tomaron imágenes de las células vivas tras 1 h y 4 h de 
incubación, donde ya podía observarse fluorescencia en el interior de las células. Se 
observó que tras 1 h ya aparecían algunas vesículas intracelulares fluorescentes, aunque 
tras 4 h aumentaba considerablemente la cantidad y el tamaño de estas vesículas. Tras 
24 h de incubación, las células fueron fijadas con PFA 4 % y observadas sobre un 
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portaobjetos para mejorar la calidad de la imagen. La fluorescencia punteada sugiere 
que el Nile Red se encuentra en el interior de vesículas.  

La internalización y destino final de las nanopartículas en las células depende en gran 
medida del tipo celular [98]. Por ejemplo, los fagocitos profesionales consumen 
rápidamente partículas relativamente grandes (tradicionalmente asociadas al rango 
micrométrico, aunque también se ha demostrado la fagocitosis de partículas 
nanométricas [100]), mientras que las células endoteliales fagocitan preferiblemente 
partículas de un orden de magnitud más pequeño [64]. Con objeto de completar el 
estudio de endocitosis y probar una línea celular distinta, se evaluó la interacción de las 
NCs con células dendríticas. A diferencia de las células Vero, que son células epiteliales 
de riñón, las células dendríticas son células inmunitarias con capacidad fagocítica, ya que 
una de sus principales funciones es la de capturar y digerir las partículas sólidas que se 
encuentran en el medio que las rodea con el fin de eliminarlas y llevar a cabo la 
presentación antigénica. Además, las células dendríticas expresan receptores de 
manosa  y N-acetilglucosamina, como el DC-SIGN, que podrían reconocer los residuos 
acetilados del quitosano y favorecer su internalización [101,102]. Las células dendríticas 
utilizadas se obtuvieron mediante diferenciación a partir de la línea celular THP-1 
(monocitos humanos de leucemia aguda). Los monocitos THP-1 poseen una débil 
capacidad fagocítica y una baja expresión de DC-SIGN, mientras que aumenta 
considerablemente al diferenciarse a células dendríticas. Para ello, se optimizó un 
protocolo de diferenciación basado en la incubación de las células THP-1 con varios 
factores de diferenciación (PMA y IL-4) durante 5 días. Una vez diferenciadas a células 
dendríticas, fueron incubadas con NCs cargadas de Nile Red (NR-NCs) durante 1 h, 3 h ó 
6 h, lavadas, fijadas con PFA 4 % y observadas mediante microscopía confocal (Figura 
17). 
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Figura 17. Internalización de NCs cargadas de Nile Red (rojo) en células dendríticas tras ser incubadas a 
100 µg/mL durante 1, 3 y 6 h. Las células fueron fijadas y sus núcleos teñidos con DAPI (azul). Imágenes 
adquiridas con un microscopio confocal. Escalas: 50 µm (arriba) y 25 µm (abajo). 

Dado que estos fagocitos profesionales están especializados en capturar partículas, las 
NCs fueron rápidamente internalizadas, como era de esperar. Tras 1 h de incubación, ya 
se observaba algo de fluorescencia en el interior de las células y en tan sólo 6 h las células 
estaban repletas de grandes vesículas donde se encontraban las NCs fluorescentes. El 
tamaño de las vesículas está relacionado con el mecanismo de internalización celular, 
denominado endocitosis. La fagocitosis es un tipo de endocitosis solamente llevada a 
cabo por algunas células especializadas del sistema inmunitario, incluyendo las células 
dendríticas, que se caracteriza por la formación de grandes vesículas, llamadas 
fagosomas, de hasta 5-10 µm [100]. La formación de vesículas de gran tamaño en las 
células dendríticas tras la incubación con las NCs sugiere que el mecanismo de 
internalización en este tipo celular podría ser la fagocitosis. No obstante, las vías de 
internalización no han sido objeto de estudio en esta tesis. En cuanto a la distribución 
de las vesículas, se puede apreciar que a tiempos cortos (1 h y 3 h) tienden a localizarse 
en un lado de la célula (aquel por el que se ha producido la fagocitosis) o cercanas a la 
membrana celular, mientras que después de 6 h las vesículas se han distribuido por todo 
el citoplasma. Además, la intensidad de fluorescencia aumenta progresivamente, lo que 
indica que la internalización es dependiente del tiempo (todas las imágenes fueron 
tomadas bajo las mismas condiciones).  
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2.6. Internalización de las NCs marcadas fluorescentemente en Hydra 
vulgaris 

Además de estudiar la internalización de las NCs en células, también se ha investigado 
su interacción con organismos más complejos, entre ellos Hydra vulgaris, gracias a la 
colaboración con el Dr. Alfredo Ambrosone y el grupo de investigación de la Prof. Claudia 
Tortiglione, en el marco del proyecto Marie Curie del Dr. Ambrosone, quien testó las 
NCs, previamente sintetizadas y caracterizadas, en los animales. 

El cuerpo de H. vulgaris consiste en dos capas de células epiteliales, es decir, el 
ectodermo (capa celular externa) y el endodermo (capa celular interna), separados por 
una matriz extracelular de mesoglea [103]; esta sencilla arquitectura corporal y la 
transparencia del tejido facilitan el estudio de internalización y dinámica de las 
nanopartículas con respecto a modelos animales más complejos.  

Mediante microscopía de fluorescencia se demostró que la internalización de las NCs 
cargadas de Nile Red (NR-NCs) tenía lugar tras tiempos de incubación muy cortos (Figura 
18). Después de una breve incubación de 5 min, los animales ya mostraban una tinción 
fluorescente difusa desde los tentáculos a la región del pie, y después de tiempos de 
incubación más prolongados (15 y 30 min), aumentaba la intensidad de fluorescencia. 
Esto indica que, poco después de la administración, las NCs ya han sido capaces de 
transportar su carga de Nile Red a los pólipos. El transporte de Nile Red efectuado por 
las NCs es extremadamente rápido en comparación con muchos otros nanomateriales 
investigados en Hydra vulgaris hasta el momento [104–106]. 

 
Figura 18. Internalización de NCs cargadas de Nile Red (NR-CNCs, rojo) en Hydra vulgaris tras 5, 15 y 30 
min de incubación a 0.3 y 0.6 mg/mL. Imágenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia. Escalas: 
100 µm (arriba) y 50 µm (abajo). Reproducido con permiso de Ambrosone et al. [107]. 
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Para descartar que la tinción del animal se debiera a que el fluoróforo se estuviera 
escapando prematuramente de las NCs al medio antes de entrar en contacto con los 
pólipos, se llevó a cabo un estudio de liberación del fluoróforo como parte del trabajo 
realizado en el marco de esta tesis. Se incubaron las NR-NCs en agua, medio fresco de 
Hydra vulgaris y medio que había sido previamente incubado con Hydra vulgaris (para 
evaluar el efecto de las posibles enzimas y sustancias químicas secretadas por Hydra 
vulgaris) durante 5 min, 30 min y 24 h a 18 °C (temperatura de mantenimiento de las 
Hydras). Las NCs fueron separadas del medio mediante filtración y el fluoróforo de su 
interior fue extraído en MeOH y cuantificado mediante espectrofotometría UV-Vis a 555 
nm para determinar la cantidad de Nile Red que permanecía en el interior de las NCs 
(Figura 19).  

 
Figura 19. Ensayo de liberación de Nile Red en agua y medios de Hydra vulgaris. El fluoróforo retenido 
dentro de las NCs se expresa como porcentaje respecto a la cantidad de fluoróforo inicialmente 
encapsulado. Los datos corresponden a la media y desviación estándar de dos réplicas experimentales. 
Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107]. 

Las NCs mantenían el 90-100 % de su carga inicial de Nile Red en todos los medios y a 
todos los tiempos, lo que descarta la hipótesis de una liberación de fluoróforo indeseada 
fuera del animal y remarca el potencial de las NCs como nanotransportadores para la 
administración de fármacos in vivo.  

Para visualizar más de cerca las interacciones entre las NCs y la capa externa de la 
Hydra vulgaris y evaluar la integridad de las NCs, se realizó un análisis mediante 
microscopía electrónica de barrido (SEM) de los animales tratados con NR-NCs (Figura 
20). Los pólipos se incubaron 5 y 15 minutos con NR-NCs, se lavaron extensamente, se 
fijaron y se inspeccionaron individualmente. 
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Figura 20. Imágenes de SEM de Hydra vulgaris no tratada (A-C) y tratada con NCs cargadas con Nile Red 
(NR-NCs) durante 5 min (D-F) o 15 min (G-I). Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107]. 

Las imágenes de SEM muestran una gran cantidad de NCs adheridas a la capa 
ectodérmica del animal (Figura 20D-I), lo que confirma que la interacción entre NCs e 
Hydra vulgaris ocurre en unos pocos minutos. La interacción electrostática entre las NCs 
cargadas positivamente y las envolturas de la capa celular externa de Hydra vulgaris 
podría ser responsable de la rápida adhesión. La literatura reúne muchos ejemplos 
donde se describen interacciones entre nanomateriales cargados positivamente y 
superficies celulares, tanto en cultivos celulares como en otros modelos animales [108–
110]. 

Por último, con el fin de evaluar si la carga fluorescente de las NCs llega al interior de 
las células tras interaccionar con la zona externa de Hydra vulgaris, se maceró el cuerpo 
de los pólipos para obtener células monodispersas con su morfología intacta y se 
observaron mediante microscopía de fluorescencia (Figura 21).  
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Figura 21. Internalización de NCs cargadas de Nile Red (NR-CNCs, rojo) en Hydra vulgaris tras 5 y 15 min 
de incubación a 0.3 mg/mL y posterior maceración de los pólipos en células individuales. Los núcleos 
de las células se tiñeron con DAPI (azul). Imágenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia. 
Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107]. 

El fluoróforo Nile Red se pudo detectar dentro de grandes vesículas citoplásmicas tras 
incubaciones de 5 y 15 minutos, lo que confirma que las NCs transportan su carga al 
interior de las células de Hydra vulgaris de una forma muy rápida. 

2.7. Biodistribución de las NCs marcadas fluorescentemente en ratones 

Una vez demostrada la interacción e internalización de las NCs en cultivos celulares y 
organismos simples (Hydra vulgaris), se pasó a estudiar la biodistribución en animales 
más complejos, en este caso ratones. Este estudio fue llevado a cabo por la investigadora 
predoctoral Laura Comas Calmet, perteneciente al grupo de investigación del Dr. Julián 
Pardo Jimeno, en el Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA), como parte de 
una colaboración en el marco del proyecto NanoGram.  

Para este estudio preliminar in vivo se sintetizaron NCs vacías y se marcaron 
fluorescentemente con DY-780 a 1 nmol/mg NC siguiendo el protocolo de 
funcionalización optimizado y previamente descrito. La ruta de administración 
seleccionada fue la vía oral ya que, a diferencia de muchos otros tipos de 
nanomateriales, las NCs de quitosano presentan propiedades muy ventajosas para el 
transporte oral de fármacos: el quitosano es mucoadhesivo y está descrita su capacidad 
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para abrir las uniones estrechas entre las células del intestino, lo que aumenta el tiempo 
de retención y la absorción intestinal [21,111,112].  

Se administraron 500 µg de NCs_DY780 a 4 ratones C57BL6 y se utilizaron 2 ratones 
sin tratar como control. Tras 4 h, los animales fueron sacrificados y se rastreó la 
fluorescencia de las NCs para averiguar su localización en el tracto gastrointestinal. 
Después, se extrajo el aparato digestivo de cada ratón para examinarlo ex vivo (Figura 
22). 

 
Figura 22. Biodistribución de las NCs marcadas con DY-780 en ratones a las 4 h de ser administradas 
oralmente. 

A pesar de la variabilidad entre ratones debida a las distintas velocidades de tránsito 
intestinal, en los ratones tratados en general se observa acumulación de fluorescencia 
en el estómago, algunas zonas del intestino delgado, ciego, colon y heces. Las heces 
fluorescentes de las imágenes indican que gran cantidad de NCs es excretada, aunque 
la fluorescencia en el intestino sugiere, como se esperaba, que parte de las NCs podría 
quedarse adherida y retenida allí durante más tiempo. 



Capítulo 2 

66 
 

Los ratones control no dan fluorescencia de fondo, por lo que toda la fluorescencia 
observada proviene del marcaje de las NCs. Además, puesto que el DY-780 está unido 
covalentemente a la superficie de las NCs, es menos probable que se haya liberado que 
si hubiera estado encapsulado en el interior. Para comprobar si la fluorescencia del 
fluoróforo se detectaría en el hipotético caso de que se hubiera roto el enlace covalente 
y el fluoróforo estuviera libre en el lumen del tracto gastrointestinal, se realizó un 
control administrando el fluoróforo libre. Tras administrar la misma cantidad de 
fluoróforo libre que la utilizada para funcionalizar las NCs, no se detectó fluorescencia, 
y sólo al administrar una cantidad de fluoróforo 10 veces mayor se detectó 
fluorescencia. Cuando el fluoróforo está libre, es probable que se encuentre más 
disperso en el espacio y que por eso la fluorescencia emitida no sea tan intensa como si 
está unido a las NCs, ya que en este último caso hay varias moléculas de fluoróforo 
concentradas en un mismo punto. Otra hipótesis podría ser que el fluoróforo libre no 
resista las condiciones gastrointestinales y pierda su funcionalidad durante el tránsito, 
mientras que la NC es capaz de protegerlo cuando está unido a ella. No obstante, si así 
fuera no debería haberse observado fluorescencia al administrar el fluoróforo libre a 
mayor concentración, por lo que la primera hipótesis es más probable. Estos resultados 
indican que la fluorescencia observada en la Figura 22 realmente proviene del fluoróforo 
unido a las NCs y no al hipotético fluoróforo libre. Aunque se trata de experimentos 
preliminares, los resultados obtenidos son prometedores y revelan el potencial de las 
NCs como nanotransportadores para administración oral. 

3. CONCLUSIONES 

En este capítulo se ha llevado a cabo la síntesis y caracterización físico-química de NCs 
de quitosano para su aplicación como nanotransportadores de fármacos. El método de 
síntesis establecido ha sido optimizado con el objetivo de simplificarlo al máximo y 
facilitar una posible producción a escala industrial en el futuro. El proceso de gelificación 
iónica resultó ser imprescindible para obtener las NCs con un recubrimiento de 
quitosano adecuado. Sin embargo, se consiguió eliminar la sonicación durante la 
gelificación iónica sin perjudicar la calidad de las NCs obtenidas, lo que supone una 
ventaja de cara a la viabilidad del proceso para una futura producción industrial.  

Además, se ha desarrollado un método de liofilización mediante el uso de 
crioprotectores para preservar las NCs en estado sólido y mantener así su estabilidad a 
largo plazo, lo que permite su almacenaje durante períodos largos de tiempo. Entre los 
agentes crioprotectores evaluados, el manitol ha demostrado ser el más efectivo en la 
estabilización y protección de las NCs durante el proceso de congelación y liofilización y 
se ha optimizado el ratio NCs:manitol para evitar la agregación de las NCs tras la 
resuspensión. 

Por otro lado, se han desarrollado distintos métodos para marcar fluorescentemente 
las NCs y poder rastrearlas in vitro e in vivo. La gran versatilidad de las NCs ha posibilitado 
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tanto la encapsulación de fluoróforos en el interior de la NC como su conjugación a la 
superficie, así como el doble marcaje de una misma NC con un fluoróforo encapsulado 
y otro unido a la superficie, obteniendo NCs multifuncionales con propiedades 
fluorescentes óptimas tanto para aplicaciones in vitro como in vivo.  Por último, se han 
investigado las interacciones de las NCs con sistemas biológicos de distinta complejidad 
(cultivos celulares y, en colaboración con otros grupos, Hydra vulgaris y ratones). El 
estudio de citotoxicidad de las NCs ha permitido determinar el rango de concentraciones 
no citotóxicas en células Vero, para a continuación estudiar la internalización celular. Las 
NCs han demostrado una gran capacidad de internalización in vitro, tanto en células 
Vero como en células dendríticas. También se ha confirmado in vivo que las NCs 
transportan su carga al interior de las células de Hydra vulgaris en cuestión de minutos. 
Estos resultados demuestran el potencial de estas nanocápsulas para su aplicación como 
nanotransportadores.   

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Tween® 20 (polioxietilen(20)sorbitanmonolaurato), etanol absoluto, ácido acético, 
sulfato de sodio anhídrido (99-100.5 %), cloruro de sodio (99 %), se compraron en 
Panreac. Span® 85 (trioleato de sorbitán), ácido oleico (90 %), quitosano (peso molecular 
intermedio, deacetilación 75-85 %), Orange II sal de sodio y el agua (doblemente 
procesada para cultivo celular) utilizada para la síntesis de las NCs se adquirieron en 
Sigma-Aldrich. Suberato de bis(sulfosuccinimidil) (BS3) se obtuvo de Pierce 
Biotechnology Millipore. Los fluoróforos Nile Red, BODIPY 493/503 y Cardiogreen fueron 
adquiridos en Sigma, el DiD en ThermoFisher y el DY-780 amino-modificado en 
DYOMICS. 

Las líneas celulares Vero (células epiteliales de riñón de mono) y THP-1 
(monocitos humanos de leucemia aguda) fueron adquiridos de la “American Type 
Culture Collection” (ATCC, USA). Los medios de cultivo celular DMEM y RPMI 1640, el 
tampón fosfato salino (PBS) sin Ca2+ y Mg2+ y el tampón fosfato salino Dulbecco (DPBS) 
con Ca2+ y Mg2+ se compraron en Lonza. El MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-
2,5-difeniltetrazolio), la penicilina, la estreptomicina, la glutamina y el 4',6-diamidino-2-
fenilindolfenilindol (DAPI) se obtuvieron de Invitrogen.  

4.1. Síntesis de NCs de quitosano 

Se siguió el método de síntesis de NCs mediante nanoemulsión de Bouchemal et al. 
[5], con algunas modificaciones. 

Para la síntesis de NCs se preparó una solución acuosa homogénea con 13.6 mg del 
surfactante hidrofílico Tween® 20 en 8 mL de agua desionizada en un matraz. Se utilizó 
agua desionizada y estéril adquirida en Sigma para garantizar la reproducibilidad de las 
síntesis con respecto a las propiedades de los reactivos.  Para generar la nanoemulsión, 
sobre la solución acuosa bajo agitación magnética a 250 rpm se añadió gota a gota una 
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solución orgánica homogénea con 8.6 mg del surfactante hidrofóbico Span® 85 y 40 mg 
de ácido oleico disueltos en 4 mL de etanol absoluto. Se dejó 15 minutos bajo agitación 
para que el sistema alcanzara el equilibrio y se añadieron 500 µL de quitosano 5 mg/mL 
en ácido acético al 1 % (v/v). Se dejó otros 15 minutos bajo agitación para que se 
dispersara homogéneamente y se trasvasó la nanoemulsión a un Erlenmeyer con 15 mL 
de Na2SO4 50 mM bajo sonicación (antes de la optimización del protocolo de síntesis) o 
bajo agitación (después de la optimización) para obtener el tratamiento de gelificación 
iónica.  Para eliminar la sal y el etanol, se ultracentrifugó (Beckman Coulter Avanti J-26 
XPI) a 70000 G a 10 °C durante 30 min y se eliminó el sobrenadante. Se lavó con 10 mL 
de H2O y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. Se retiró el agua de lavado y 
se resuspendieron las NCs en 2 mL de agua. Para determinar la concentración de cada 
muestra sintetizada se congelaron 200-500 µL en un congelador a -80 °C (Ultra-low 
Temperature Freezer MDF-U52V, SANYO), se liofilizaron (TELSTAR Cryodos) y se pesaron 
(Sartorius CP225D). 

La síntesis se llevó a cabo en condiciones de esterilidad cuando las NCs iban a ser 
posteriormente testadas in vitro o in vivo. Para conseguir condiciones de esterilidad se 
trabajó en una campana de flujo laminar vertical de nivel I (TELSTAR PV-30/70) y todas 
las disoluciones fueron previamente filtradas con filtros de PVDF 0.22 µm (Millex®, 
Merck Millipore®). El material de vidrio fue esterilizado en la estufa a 180 °C durante 2 
horas. Los tubos de centrífuga se esterilizaron mediante lavados con etanol 70 %. 

4.2. Caracterización físico-química de las NCs de quitosano 

La composición de las nanocápsulas se analizó mediante análisis de espectroscopía de 
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo JASCO FT/IR-4100 
en un rango de frecuencia de 600-4000 cm-1 con una resolución de 2 cm-1 y un número 
de escaneo de 32. 

El diámetro hidrodinámico y el índice de polidispersidad (PDI) de las NCs fue medido 
mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) utilizando un equipo 
Brookhaven 90Plus. Las muestras fueron medidas a 0.15 mg/mL en H2O MilliQ a 25 °C y 
los datos fueron analizados según la aproximación de distribución numérica. Se 
realizaron al menos 8 medidas de 2 minutos de cada muestra. 

El potencial zeta de las muestras fue medido a 25 °C en KCl 10 mM pH 6.5 a una 
concentración de 0.01 mg/mL utilizando el aparato Brookhaven 90Plus Particle Size 
Analyzer. Se caracterizaron varios lotes de cada tipo de nanocápsula y se realizaron al 
menos 5 medidas de cada muestra. 

Las imágenes de Microscopía Electrónica de Barrido Ambiental (ESEM) fueron 
obtenidas usando un microscopio QUANTA-FEG 250 en modo de Microscopía 
Electrónica de Transmisión de Barrido (STEM). El análisis por Microscopía Electrónica de 
Transmisión de Campo Claro (BF-TEM) se llevó a cabo en un microscopio FEI Tecnai T20 
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operando a 200 kV. Debido a la naturaleza sensible de la muestra, fue necesaria la previa 
fijación, deshidratación e inclusión en resina epoxi para ambas técnicas. Este proceso 
puede resumirse brevemente de la siguiente manera. Se sintetizó una muestra fresca y 
se fijó con glutaraldehído al 0.25 % en tampón fosfato 10 mM a pH 7.4 durante 2 horas. 
Se lavó tres veces con tampón y se incubó con tetróxido de osmio al 1 % en PBS para su 
posterior fijación y tinción. Finalmente, la muestra fue lavada con cuidado con agua y 
resuspendida en gelatina al 5 %. La muestra se centrifugó para obtener un precipitado y 
se incubó durante la noche a 4 °C. La muestra sólida obtenida se cortó en trozos muy 
pequeños antes de pasar por los siguientes pasos. La deshidratación de las muestras se 
llevó a cabo siguiendo los siguientes pasos: incubación en etanol 30 %, etanol 50 % e 
incubación nocturna en etanol 70 %; incubación en etanol 90 % durante 1 h y finalmente 
incubación durante tres veces en etanol absoluto. Después, las muestras se incubaron 
durante la noche en una mezcla 1:1 de etanol absoluto/resina epoxi (temperatura 
ambiente). A continuación, se retiró la mezcla, se cambió por resina epoxi absoluta y se 
dejaron las muestras para su impregnación durante 8 horas a temperatura ambiente. 
Después de otro cambio de medio, la incubación final en resina epoxi se llevó a cabo 
durante la noche a 60 °C para obtener la polimerización. 

A partir de diferentes imágenes ESEM, se ha obtenido una estimación de la 
distribución de diámetros utilizando los softwares Digital Micrograph® y OriginLab® para 
medir los diámetros de más de 100 nanocápsulas y para el análisis estadístico del 
recuento de frecuencias, respectivamente. 

4.3. Liofilización de las NCs de quitosano 

Se prepararon suspensiones de 1.2 mL de NCs a 5 y 10 mg/mL mezcladas con trehalosa, 
lactosa o manitol al 5 ó 10 % (w/v). Se congelaron y liofilizaron utilizando un liofilizador 
Epsilon 2-4 LSC (Kühner), programado con los siguientes parámetros para las 3 etapas 
del proceso: 

1) Congelación: 2 h -40 °C 
2) Primera deshidratación (sublimación del agua congelada): 0.2 mbar, aumento de 

5 °C cada 90 minutos desde -35 °C hasta +20 °C.  
3) Segunda deshidratación (vaporización del agua de solvatación no congelada): 

0.001 mbar, 1 h +20 °C. 

Tras la liofilización, las muestras fueron reconstituidas añadiendo el volumen inicial de 
agua y se dejaron bajo agitación 20 h. Se determinó el diámetro medio, el potencial zeta 
y la osmolaridad de cada muestra antes de la liofilización y después de la reconstitución. 
El tamaño y el potencial zeta de las muestras se caracterizaron mediante las técnicas de 
DLS y potenzial zeta utilizando un equipo Zetasizer nano (Malvern Instruments).  Para el 
análisis por DLS se diluyeron las muestras a 0.1 mg/mL en H2O Milli-Q. Para el análisis 
del potencial zeta se diluyeron a 0.01-0.02 mg/mL en KCl 10 mM. Se realizaron 3 medidas 
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de cada muestra y se calculó la media. Para medir la osmolaridad se utilizó un equipo 
Turbiscan Osmometer MA 2000.  

4.4. Toxicidad de las NCs de quitosano 

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular in vitro para determinar la 
citotoxicidad de las NCs utilizando el ensayo colorimétrico de bromuro de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las células Vero se cultivaron a 37 °C en una 
atmósfera humidificada y con CO2 al 5 % en medio DMEM suplementado con suero fetal 
bovino (FBS) al 10 %, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) y glutamina (2 
mM). Se sembraron 7500 células por pocillo utilizando una placa estándar de 96 pocillos 
(5 réplicas por muestra). Después de 24 h, el medio se reemplazó con un nuevo medio 
que contenía 5 concentraciones diferentes de NCs y un control negativo que no contenía 
cápsulas (células no tratadas). Después de otras 24 h de incubación, el medio se 
reemplazó con la solución de MTT (0.5 mg/mL en DMEM). Después de 2 h de incubación, 
se eliminó el medio y los cristales formados se disolvieron en 200 µL de DMSO. La 
absorbancia a 570 nm se midió en un lector de placas ThermoScientific Multiskan GO 
TM. La viabilidad celular relativa (%) se calculó utilizando la relación porcentual entre la 
absorbancia de la muestra y la absorbancia del control, tras la sustracción del blanco de 
DMSO. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, cada uno con 5 repeticiones 
por cada muestra. 

4.5. Marcaje fluorescente de las NCs 

4.5.1. Encapsulación de fluoróforos 

Para encapsular el fluoróforo en el núcleo de la cápsula, se añadió el fluoróforo 
disuelto en etanol a la fase orgánica justo antes de formar la nanoemulsión y se continuó 
la síntesis de las NCs siguiendo el protocolo estándar. La cantidad de fluoróforo añadida 
se optimizó para cada fluoróforo según los requerimientos de los experimentos 
posteriores (Nile Red 50 µg, BODIPY 200 µg y DiD 100 µg).  

Las NCs se introdujeron en una cubeta de cuarzo Suprasil® de tres ventanas (QS-3 mm, 
45 µL, ultra Micro Hellma®) a una concentración de 100-500 µg/mL. El espectro de 
fluorescencia se registró con un fluorímetro (Perkin-Elmer LS-55, 120 V) utilizando las 
siguientes longitudes de onda: 

Fluoróforo λ excitación λ emisión 

Nile Red 555 500-800 

BODIPY 480 450-650 

DiD 650 600-800 
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Cardiogreen 775 700-900 

DY-780 780 700-900 

4.5.2. Doble marcaje: encapsulación y funcionalización de la superficie 

Se sintetizaron NCs con 200 µg de BODIPY según el protocolo descrito en el apartado 
anterior y se determinó su concentración. Posteriormente, para funcionalizar su 
superficie, se mezclaron 10 mg de NCs a una concentración de 2 mg/mL en tampón 
borato 10 mM pH 8.3 con 10 nmol/mg NC del enlazador bis(sulfosuccinimidil) suberato 
(BS3) y se mantuvieron bajo agitación durante 30 min. Después se añadió 20 nmol/mg 
NC de DY-780 disuelto en agua a 1 mg/mL (exceso de 2X con respecto a la BS3) y la mezcla 
se mantuvo bajo agitación y protegida de la luz durante 2 h a 37 °C. Finalmente, se 
agregaron 5 mL de tampón Tris-HCl 10 mM pH 8.0 para bloquear el enlazador BS3 que 
no hubiera reaccionado con el ligando. Las NCs funcionalizadas se filtraron usando un 
dispositivo de filtración por centrifugación con membrana de celulosa regenerada 
Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) para separarlas del fluoróforo no 
unido. Después de un lavado con agua, las NCs se concentraron hasta un volumen final 
de 1-2 mL. La concentración se determinó después de obtener el peso seco liofilizando 
una fracción de la muestra. 

La fluorescencia se detectó utilizando un espectrómetro de fluorescencia fijando en 5 
nm las anchuras de banda de excitación y de emisión. Para los espectros de emisión, 
primero se excitó a 480 nm para recoger la fluorescencia del BODIPY y después a 780 
nm para recoger la fluorescencia del DY-780. 

4.5.3. Optimización de la funcionalización con DY-780 

La cantidad de grupos amino expuestos en la superficie de las NCs se midió mediante 
el ensayo espectrofotométrico Orange II [95,96]. Cada molécula de Orange II se une a 
un grupo amino de la superficie de la NC (cuando el pH es lo suficientemente ácido para 
que los grupos amino estén protonados e interaccionen con el Orange II), por lo que la 
medida de la absorbancia del Orange II equivale a los grupos amino accesibles. 

Se pusieron en contacto 0.2 mg de NCs con 1 mL de solución ácida de sal sódica de 
Orange II 2 mM (pH 3) y se mantuvieron bajo agitación durante 30 min a 40 °C. La 
suspensión de las cápsulas se pasó a través de un filtro de membrana adaptado para 
jeringa (filtro de PVDF con poros de 0.22 µm Millex®, Merck Millipore®) para adsorber 
las NCs en la membrana y mantenerlas retenidas para separarlas de la solución Orange 
II. Después, se pasó una solución ácida (pH 3) varias veces a través del mismo filtro hasta 
que se eliminó todo el colorante no unido a las NCs (verificado mediante la medición 
espectrofotométrica del sobrenadante). Después se lavaron con una solución alcalina 
(pH 12) para desorber el colorante unido a los grupos amino de las NCs. Se recogieron 
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las fracciones de lavado, se ajustó a pH 3 y se midió la cantidad de colorante no 
absorbido y desorbido a 480 nm con un espectrofotómetro Varian Cary 50 UV/Vis 
después de realizar una curva de calibrado. 

Para la funcionalización de la superficie de las NCs, se siguió el protocolo descrito en 
el apartado anterior, pero añadiendo 1, 5, 10 ó 15 nmol/mg NC de BS3 y después una 
cantidad doble de fluoróforo en cada muestra. Una vez funcionalizadas, se midió la 
intensidad de fluorescencia de cada tipo de NC a cuatro concentraciones diferentes (3.4, 
1.7, 0.85 y 0.43 mg/mL) utilizando un espectrofluorímetro. Para los espectros de 
emisión, se excitó a 780 nm y se recogió la emisión en el rango de 700-900 nm. 

4.6. Internalización en células 

4.6.1. Células Vero 

Las células Vero se mantuvieron en medio DMEM suplementado con un 10 % de FBS, 
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) y glutamina (2 mM), en una 
incubadora humidificada (37 °C/5 % CO2). 

Para el estudio preliminar de internalización de las NCs no marcadas 
fluorescentemente, se sembraron 3 x 104 células sobre cubreobjetos de vidrio en una 
placa de 24 pocillos a 37 °C. Después de 24 h, se añadieron NCs a 50 µg/mL en DMEM y 
se incubaron durante 24 h a 37 °C. Las NCs no internalizadas se eliminaron lavando con 
DPBS dos veces. Las células se fijaron con paraformaldehído al 4 % (EMS) durante 20 
min a 4 °C, se lavaron dos veces con DPBS y se incubaron durante 10 min a temperatura 
ambiente con 4', 6-diamidino-2-fenilindolfenilindol (DAPI) para el marcaje del núcleo. 
Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio para microscopía utilizando 
ProLong® Gold Antifade (Invitrogen). La microscopía se realizó con un microscopio de 
fluorescencia invertido (Nikon Eclipse Ti-E) y las imágenes se analizaron con el software 
NIS-Elements Advanced Research. 

Para el análisis de la internalización de NCs marcadas fluorescentemente, se 
sembraron 3 x 104 células Vero por pocillo sobre cubreobjetos de vidrio en una placa de 
24 pocillos (NUNC) y se mantuvieron en la estufa a 37 °C durante 24 h. Después se 
añadieron NCs cargadas de Nile Red (NCs NR) a 50 µg/mL. Se mantuvieron a 37 °C en la 
estufa y se realizaron fotos 1 y 4 h después de añadir las NCs con un microscopio de 
fluorescencia Nikon Eclipse Ti-E. A las 24 h se lavaron las células con DPBS, se fijaron con 
paraformaldehído (PFA) 4 % y se tiñeron los núcleos con DAPI y los filamentos de actina 
con faloidina conjugada con Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Los cubreobjetos se montaron 
en portaobjetos y se realizaron fotos con el mismo microscopio de fluorescencia en 
campo claro y con los filtros de fluorescencia roja (excitación 531/46 y emisión 593/40). 
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4.6.2. Células dendríticas diferenciadas a partir de células THP-1 

Las células THP-1 se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con un 10 % de 
FBS, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) y glutamina (2 mM), en una 
incubadora humidificada (37 °C/5 % CO2). Las células se mantuvieron a una densidad de 
3-10 x 105 células/mL. 

Tras sembrar 2 x 105 células/mL por pocillo en placas de 24 pocillos en las que se 
habían introducido cubreobjetos de vidrio esterilizados, las células THP-1 fueron 
diferenciadas a células dendríticas mediante adición de los factores de diferenciación IL-
4 (Peprotech) a 25 ng/mL y PMA (Sigma) a 100 ng/mL al medio de cultivo durante 5 días. 
Una vez diferenciadas, las células fueron incubadas con 100 μg/mL de NCs cargadas de 
Nile Red. Después de 1, 3 y 6 h de incubación, se lavaron las NCs no internalizadas con 
DPBS y se fijaron las células con PFA 4 %. Los núcleos fueron teñidos con DAPI y los 
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos. Las imágenes fueron adquiridas en un 
microscopio confocal Olympus Fluoview FV10i. 

4.7. Internalización en Hydra vulgaris 

Las Hydra vulgaris se cultivaron en medio de Hydra (cloruro de calcio 1 mM, hidrógeno 
carbonato de sodio 0.1 mM, pH 7) a 18 °C con un régimen de luz:oscuridad de 12:12 h. 
Los pólipos se alimentaron en días alternos con nauplios de Artemia salina recién 
nacidos. Se seleccionaron pólipos adultos sin brotes para las pruebas in vivo. Todas las 
pruebas se llevaron a cabo con pólipos que habían estado sin comer 1 día. 

Para monitorizar la internalización de las NCs, se administraron NCs cargadas de Nile 
Red a los animales a distintas concentraciones durante 5, 15 ó 30 min. Posteriormente, 
se lavaron los pólipos de Hydra vulgaris con medio fresco para eliminar el exceso de NCs 
e inmediatamente se tomaron imágenes mediante microscopía de fluorescencia. Para 
obtener imágenes de fluorescencia in vivo, se usó un microscopio invertido (Axiovert 
100, Zeiss) equipado con una cámara de color digital (Olympus, DP70) y un conjunto de 
filtros de fluorescencia (BP 450-490/FT510/LP515). Las imágenes fueron adquiridas y 
analizadas con el sistema de software Cell F (Olympus).  

Para investigar la internalización celular de las NCs cargadas de Nile Red, los pólipos 
tratados se maceraron en una suspensión de células individuales fijadas, de acuerdo con 
los procedimientos estándar [113]. Los macerados se tiñeron con DAPI durante 2 min y 
se lavaron tres veces, 10 min cada vez, con PBS. Las muestras se observaron mediante 
microscopía de contraste de fases y de fluorescencia. 

Con el fin de detectar una posible liberación prematura del fluoróforo encapsulado, 
las NCs cargadas con Nile Red se diluyeron en agua o medio de cultivo Hydra, recién 
preparado o previamente incubado con animales, a una concentración de 0.75 mg/mL 
de NCs. Las muestras se analizaron después de 5 min, 30 min y 24 h de incubación a 18 



Capítulo 2 

74 
 

°C, separando las NCs por filtración y extrayendo el fármaco retenido con 600 μL de 
metanol. La concentración de Nile Red en metanol se midió por análisis 
espectrofotométrico a 555 nm y la cantidad de fluoróforo retenido en el interior de las 
NCs se expresó como porcentaje respecto a la cantidad inicialmente encapsulada. Las 
muestras fueron preparadas y analizadas por duplicado. 

Se usó microscopía electrónica de barrido (SEM) para analizar las interacciones 
tempranas de las NCs de quitosano con la Hydra. Los pólipos fueron incubados con NCs 
cargadas de Nile Red durante 5 ó 15 minutos, se lavaron vigorosamente mediante 
pipeteo en medio Hydra para eliminar el exceso de NCs, se relajaron con uretano al 2 % 
en medio Hydra y se fijaron durante 1 h en glutaraldehído al 2 % en medio Hydra. Las 
muestras se lavaron (3 x 10 min) con medio Hydra y se fijaron durante 45 min con OsO4 
tamponado al 1 %. Después de una serie de lavados adicionales, los animales se 
deshidrataron en una serie gradual de etanol (30–50–70–90–100 %). Las imágenes de 
los pólipos con microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM) se recolectaron 
utilizando un microscopio Quanta FE6-250 (FEI Company) para obtener imágenes de alta 
resolución en modo vacío. 

4.8. Biodistribución en ratones 

Los procedimientos experimentales con ratones se realizaron en las instalaciones del 
animalario del CIBA y fueron aprobados por el comité ético de investigación animal de 
la Universidad de Zaragoza, bajo el número PI64/17.  

Se administraron 500 µg de NCs_DY780 (100 µL de una suspensión de NCs_DY780 a 5 
mg/mL) a 4 ratones mediante vía oral utilizando una cánula. Como control se utilizaron 
2 ratones a los que se les administró agua para que pasaran por el mismo proceso de 
manipulación. Tras 4 h, los animales fueron sacrificados con una dosis letal de anestésico 
DOLETHAL (pentobarbital sódico) inyectado de forma intraperitoneal. Tras ser rasurados 
para que su pelaje oscuro no interfiriera con la señal, los ratones fueron examinados 
utilizando un equipo IVIS Lumina II. A continuación, se extrajo su aparato digestivo y se 
tomaron imágenes de los órganos ex vivo con el mismo equipo.  
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Capítulo 3 

Funcionalización de la superficie de NCs de 
quitosano 

 

 
1. INTRODUCCIÓN 

El desarrollo de un nanotransportador inteligente está estrictamente relacionado con 
el control de sus propiedades superficiales, ya que son las responsables de su interacción 
con los sistemas biológicos, por ejemplo, del reconocimiento específico de los sitios 
diana o de la adsorción inespecífica de proteínas séricas [1].  

Gracias a que el quitosano presenta grupos amino reactivos, la superficie del 
nanotransportador obtenido en este trabajo de tesis y descrito en el capítulo 2 puede 
ser funcionalizada con moléculas de interés con el fin de modular la carga superficial, 
introducir grupos funcionales específicos y/o mejorar la estabilidad del 
nanotransportador en medios biológicos y soluciones fisiológicas [2–5]. La naturaleza 
química de los ligandos unidos a la superficie del nanotransportador, así como la 
densidad de cobertura de la superficie, juegan un papel muy importante en el destino 
del nanotransportador después de su administración [6].   

En este capítulo, la superficie de las nanocápsulas de quitosano ha sido funcionalizada 
covalentemente con moléculas de PEG o de trimanósido a través de una aproximación 
sencilla y reproducible basada en el uso de un reactivo de acoplamiento 
homobifuncional, bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3). 

1.1. Método de funcionalización 

La alta nucleofilia de los grupos amino, junto con su abundante presencia en varias 
biomoléculas (como en los aminoácidos y las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos) 
y en muchos polímeros (entre ellos algunos polisacáridos como el quitosano) hacen de 
las aminas uno de los grupos funcionales más "explotados" para la funcionalización de 
los nanotransportadores de fármacos y otros nanomateriales y superficies [7]. Entre los 
múltiples métodos y estrategias desarrolladas durante décadas para la unión de 
moléculas a través de grupos amino, el método seleccionado para la funcionalización de 
las NCs de esta tesis se basa en el uso del reactivo de acoplamiento homobifuncional 
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BS3, que une las moléculas aminadas de ligando a los grupos amino de la superficie de 
la nanocápsula. La Figura 1 muestra la estructura química de la BS3. 

 
Figura 1. Estructura química de una molécula de bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3). 

La mayoría de los reactivos homobifuncionales tienen un diseño simétrico con una 
cadena de carbono espaciadora que conecta dos extremos reactivos idénticos [8]. En el 
caso de la BS3, los grupos reactivos son carboxilos activados con ésteres de N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), altamente reactivos con las aminas nucleófilas. 
Además, el éster sulfo-NHS a menudo confiere suficiente carga y polaridad al reactivo 
de acoplamiento como para proporcionar solubilidad en agua y eliminar así la necesidad 
de usar disolventes orgánicos [9]. Cuando la BS3 reacciona con el nucleófilo (en nuestro 
caso un grupo amino del quitosano o del ligando que se desea unir), se libera el grupo 
saliente sulfo-NHS para dar lugar a un enlace amida estable e irreversible. Sin embargo, 
en entornos acuosos los grupos sulfo-NHS pueden ser hidrolizados, impidiendo la unión 
del reactivo de acoplamiento a los grupos amino. Para minimizar los efectos de la 
hidrólisis y maximizar la unión a las aminas, es importante mantener una alta 
concentración de las moléculas que se desea unir a la BS3. Ajustando la proporción molar 
entre el reactivo de acoplamiento y las moléculas diana, se puede controlar el grado de 
funcionalización para obtener el producto deseado. El pH también es un factor 
importante para la efectividad de la reacción, siendo un pH de entre 7 y 9 el rango 
óptimo para favorecer la reactividad de las aminas [9]. 

La principal desventaja, sin embargo, del uso de reactivos homobifuncionales es la 
posibilidad de obtener conjugados no deseados, por ejemplo, si los dos grupos reactivos 
del reactivo de acoplamiento reaccionan con dos grupos funcionales dentro de la misma 
molécula, en lugar de unir dos moléculas distintas, o si se entrecruzan grupos de varias 
moléculas, lo que puede ocasionar la aparición de agregados que pueden llegar a 
precipitar [10]. Esto ocurre especialmente en procedimientos de una única etapa, donde 
todos los reactivos se añaden a la vez a la mezcla de reacción, mientras que la reacción 
secuencial en varias etapas permite eliminar el exceso de reactivo de acoplamiento que 
no haya reaccionado durante la primera etapa para minimizar los productos no 
deseados. El método de funcionalización utilizado en este capítulo consiste en varias 
etapas: en la primera etapa, los grupos amino de la superficie de las NCs reaccionan con 
uno de los extremos éster sulfo-NHS de la BS3; en la segunda etapa, el ligando reacciona 
con el otro extremo éster sulfo-NHS de la BS3; en la tercera etapa, se bloquean con 
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) los grupos reactivos de la BS3 que no han 
reaccionado previamente; en la cuarta y última etapa, se lava el exceso de reactivos. 
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Por un lado, en esta tesis se han funcionalizado cápsulas de quitosano con 
polietilenglicol (PEG). Para ello se ha empleado un PEG debidamente derivatizado con 
grupos amino, obtenido de manera comercial. El polietilenglicol (PEG) es un polímero 
ampliamente utilizado en nanomedicina para recubrir la superficie de las nanopartículas 
durante más de cuatro décadas [5,11–13]. Ha sido especialmente utilizado para mejorar 
la estabilidad de nanopartículas, reducir su toxicidad y aumentar su tiempo de 
circulación en sangre [14–19]. Los recubrimientos de PEG son conocidos por prevenir la 
agregación y la adsorción de proteínas séricas mediante repulsiones estéricas y de 
hidratación, lo que conduce a suspensiones coloidales más estables de las nanocápsulas 
en medios fisiológicos [5,11,14]. La resistencia a la unión inespecífica de proteínas 
plasmáticas depende de la conformación de las cadenas de PEG y se consigue 
normalmente usando coberturas con alta densidad [5]. Muchos estudios se han 
centrado en incrementar la densidad del recubrimiento de PEG, por ejemplo utilizando 
PEGs ramificados [20], incluyendo una capa hidrofóbica como espaciadora [15] o 
incubando las nanopartículas con una cantidad en exceso de PEG [21]. El aumento de la 
densidad de recubrimiento del PEG o el espesor de la capa afecta también a la 
internalización celular de las nanopartículas aportándoles un “efecto sigilo” [22].  

Por otro lado, en esta tesis doctoral se ha trabajado también en la funcionalización de 
las NCs con moléculas de trimanósido (concretamente, 4-aminobutilo 2-O-(α-D-
manopiranosil) 2-O-(α-D-manopiranosil) α-D-manopiranósido). Se ha seleccionado este 
trimanósido como ligando porque se une específicamente a determinados receptores 
de macrófagos, que son las células diana de este estudio.  

1.2. Funcionalización con trimanósido 

Los carbohidratos poseen un gran potencial como ligandos para que los 
nanotransportadores lleven el fármaco específicamente a las células que expresan 
receptores de carbohidratos. Durante mucho tiempo, la estrategia preferida para dirigir 
las nanopartículas a su destino ha sido la funcionalización con ligandos peptídicos y 
anticuerpos. No obstante, estrategias alternativas basadas en carbohidratos han atraído 
cada vez más la atención entre la comunidad científica.[23] 

La funcionalización con moléculas pequeñas (es decir, con un tamaño molecular 
inferior a 1500 Da), como es el caso de un trimanósido, posee varias ventajas sobre otros 
tipos de conjugados, como los peptídicos: 1) suelen ser estables en cuanto a su 
conformación; 2) no provocan impedimentos estéricos al interaccionar con el receptor; 
3) pueden ser unidos a las nanopartículas mediante procedimientos químicos sencillos, 
y los compuestos obtenidos pueden caracterizarse más fácilmente; 4) son más fáciles y 
menos costosos de producir [6,23].  

Algunos carbohidratos, como la manosa y sus derivados, se encuentran 
frecuentemente en la superficie de bacterias, virus, y hongos [24]. Determinadas células 
del sistema inmunitario, que incluyen los macrófagos y las células dendríticas, expresan 
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receptores de membrana específicos para reconocer estos carbohidratos antigénicos 
[24,25], que les permiten distinguir entre antígenos inofensivos y antígenos derivados 
de patógenos, contra los cuales deben activar la respuesta inmunitaria [26]. Una de las 
familias más importantes de receptores para la captación e internalización de antígenos 
es la familia de los receptores de lectina tipo C (CLR). Los CLRs se caracterizan por ser 
moléculas de unión a carbohidratos que se unen a los ligandos de una manera 
dependiente de Ca2+ [27]. Los CLRs expresados por macrófagos y células dendríticas 
reconocen principalmente ligandos de tipo manosa o de tipo galactosa, y entre los más 
estudiados se encuentran el DC-SIGN, la dectina-2, el receptor de manosa (MR) y el DEC-
205 [6,28,29]. Aunque muchos CLRs presentan afinidad por las manosas, pequeñas 
diferencias en la disposición de los monosacáridos del ligando y las moléculas que los 
rodean influyen mucho en el proceso de reconocimiento, por lo que cada receptor tiene 
un perfil de reconocimiento de carbohidratos único [24].  

Este reconocimiento ligando-receptor ha sido aprovechado por muchos 
investigadores para dirigir diferentes nanopartículas a estas células de forma específica 
mediante la unión de residuos de manosa a la superficie de las nanopartículas, no sólo 
para el transporte de fármacos, sino también para modular su actividad celular [25,30–
33]. Aunque en general las nanopartículas tienden a ser captadas de forma pasiva por 
los macrófagos, la inclusión de ligandos específicos puede regular la velocidad y el grado 
de internalización en los macrófagos, así como el destino de la nanopartícula en su 
interior [30,34]. En este capítulo se ha llevado a cabo la funcionalización de las NCs con 
trimanósido, a semejanza de los trimanósidos que exhibe Mycobacterium tuberculosis 
en su superficie, que le permiten infectar los macrófagos.  

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, es la enfermedad más 
mortal causada por un solo agente infeccioso, por delante del VIH/SIDA y la malaria. 
Según el informe más reciente de la Organización Mundial de la Salud (OMS) [35], en 
2017 se registraron 10 millones de casos de tuberculosis y la enfermedad causó la 
muerte de 1.6 millones de personas. Aún más preocupante es la aparición mundial de 
cepas bacterianas resistentes a los medicamentos, lo que pone en peligro la eficacia de 
los antibióticos. Curar las infecciones bacterianas multirresistentes es muy difícil y 
requiere tratamiento con medicamentos más tóxicos y costosos, a menudo con un éxito 
limitado [36]. Por lo tanto, se necesitan urgentemente nuevas estrategias contra las 
cepas resistentes para acortar la duración del tratamiento y limitar los efectos 
secundarios de los fármacos. La funcionalización de nanopartículas con ligandos es una 
prometedora estrategia para dirigir el tratamiento específicamente a la zona de 
infección, reduciendo así los efectos adversos en el resto del cuerpo. Además, la 
interacción del ligando con su receptor puede dar comienzo a una variedad de procesos 
celulares dirigidos hacia la regulación del sistema inmunológico para curar la infección 
[28]. 
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El lipoarabinomanano manosilado (ManLAM) es un glucolípido presente en la 
envoltura de Mycobacterium tuberculosis que posee dominios terminales de dimanosa 
y trimanosa y juega un papel muy importante en la inmunopatogénesis de la 
tuberculosis ya que facilita la adhesión, penetración y persistencia de la micobacteria en 
los macrófagos [37–39]. ManLAM interactúa con los CLRs de macrófagos y células 
dendríticas, entre ellos DC-SIGN y MR, para entrar en el huésped y sobrevivir 
intracelularmente mediante el bloqueo de la fusión de los fagolisosomas (en los que se 
encuentra) con los lisosomas [38].   

Imitando el mecanismo de entrada de M. tuberculosis a los macrófagos, las NCs 
funcionalizadas con trimanósido pueden ser internalizadas en los macrófagos infectados 
y modular su actividad metabólica para favorecer la acción del sistema inmunitario 
contra la infección. Aunque este trabajo se ha centrado en la optimización de la 
funcionalización con trimanósido para evaluar su efecto en la interacción de las NCs con 
los macrófagos, en un futuro las NCs podrían además ir cargadas de antibiótico para 
destruir las bacterias alojadas en el interior de los macrófagos.  

Para modificar la superficie de las NCs desarrolladas en esta tesis, se aprovecharon los 
grupos amino del quitosano para unirlos covalentemente a la molécula de interés por 
medio de un reactivo de acoplamiento. En primer lugar, se ha optimizado el proceso de 
funcionalización utilizando PEG como molécula modelo y las NCs funcionalizadas han 
sido caracterizadas en cuanto a carga superficial, tamaño, caracterización química de la 
superficie y estabilidad. Además, se han explorado algunas diferencias en la interacción 
con sistemas biológicos entre las NCs funcionalizadas y las NCs no funcionalizadas. Una 
vez puesto a punto el método de funcionalización, se ha trabajado en el desarrollo de 
NCs funcionalizadas con trimanósido y, en colaboración con el Instituto Pasteur de Paris, 
se ha estudiado su interacción con células diana, en este caso macrófagos.  

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Optimización de la funcionalización de la superficie 

2.1.1. Método de funcionalización 

La superficie de las NCs fue funcionalizada con un PEG aminado (α-metoxi-ω-amino 
polietilenglicol, 5000 Da) a través de una reacción con el reactivo de acoplamiento 
homobifuncional bis(sulfosuccinimidil)suberato (BS3) (Figura 2).  
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Figura 2. Estrategia de funcionalización basada en el uso de BS3 como molécula enlazadora para la unión 
de la molécula de interés (PEG). Nótese que la proporcionalidad entre los tamaños de la NC y de las 
moléculas unidas a ella no es la real, sino que ha sido modificada para facilitar la comprensión de la 
ilustración.  

Como se ha descrito anteriormente, este reactivo de acoplamiento se une por un 
extremo a los grupos amino del quitosano de las NCs y por el otro al grupo amino con el 
que este PEG está derivatizado. El proceso de funcionalización se dividió en tres pasos 
clave. El primero fue la adición del reactivo de acoplamiento a las cápsulas para dotar a 
la superficie de grupos éster de sulfosuccinimidilo, sensibles a la unión de moléculas 
aminadas, como el PEG seleccionado. Durante el segundo paso se añadió el PEG para 
que reaccionara con el reactivo de acoplamiento. Finalmente, el tercer paso consistió 
en la adición de Tris a las NCs funcionalizadas para bloquear los grupos éster de 
sulfosuccinimidilo libres que no hubieran reaccionado con ninguna molécula de PEG. 
Éste último paso es fundamental para evitar el entrecruzamiento entre las nanocápsulas 
debido a la posible reacción entre grupos éster de sulfosuccinimidilo libres y grupos 
amino en una cápsula diferente. 

Algunos estudios indican que, según el grado de densidad del recubrimiento, las 
cadenas de PEG pueden adoptar distintos tipos de conformación alrededor de la 
nanopartícula y esto influye en la resistencia a la adsorción de proteínas en medios 
fisiológicos y en la internalización celular [5,22,40,41]. En muchos casos, los 
recubrimientos de alta densidad han resultado ser más efectivos [19,42,43], pero 
también se ha reportado que, en liposomas, el recubrimiento con PEG de tan sólo un 10 
% de la superficie fue suficiente para aumentar la vida media de las partículas en la 
circulación sanguínea [44]. No existe todavía un consenso general sobre cuál es la 
combinación óptima de densidad de recubrimiento, conformación y masa molecular de 
PEG para un nanotransportador y una aplicación determinados, por lo que es necesario 
determinarlo empíricamente para cada sistema [5]. Teniendo esto en cuenta, se 
exploraron distintas densidades de cobertura para encontrar las condiciones óptimas de 
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funcionalización en favor de la estabilidad coloidal de las NCs, de cara al objetivo final 
de funcionalizar las NCs con trimanósido.  

Sabiendo que el número de grupos amino reactivos en la superficie está en torno a 
200 nmol/mg NC (ver capítulo 2), se decidió utilizar como máximo la mitad de ellos para 
la unión de ligandos, de forma que todavía quedaran libres suficientes grupos amino 
para mantener las características beneficiosas del quitosano que derivan de ellos. 
Siguiendo esta pauta, se creó una cobertura de baja densidad de moléculas de PEG (5 
nmol/mg, ldCS-NC) y otra de mayor densidad (100 nmol/mg, hdCS-NC), y se estudiaron 
las propiedades finales de los materiales obtenidos.  

2.1.2. Caracterización de las nanocápsulas funcionalizadas 

La presencia de PEG en la superficie de las nanocápsulas ha sido evaluada mediante 
espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), comparando los 
espectros de las NCs antes, durante y después de ser funcionalizadas (Figura 3). 

 
Figura 3. Análisis FTIR de las NCs de quitosano antes de ser funcionalizadas (a), después de la unión de 
BS3 (etapa intermedia) (b) y después de la funcionalización con distintas cantidades de PEG: ldCS-NC (c) 
y hdCS-NC (d). 
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Para determinar si la funcionalización con PEG fue llevada a cabo con éxito, también 
se estudió el espectro FTIR del estado intermedio de las nanocápsulas después de la 
incubación con BS3 (Figura 3b). Hay que remarcar que, para poder obtener el espectro 
en esta etapa intermedia, se añadió Tris a las NCs después de la unión de BS3 para evitar 
que sus grupos reactivos reaccionaran con grupos amino de otras nanocápsulas y 
provocaran un entrecruzamiento entre ellas. En el caso de las muestras funcionalizadas 
de forma completa, también se añadió Tris al final del proceso (después de la incubación 
con el PEG), por lo que en teoría la BS3 no está disponible para reaccionar con el Tris ya 
que debería haber reaccionado previamente con el PEG. Esto se confirmó comparando 
los espectros FTIR de las NCs antes (Figura 3a) y después de la incubación con BS3 (Figura 
3b) y tras finalizar la funcionalización con PEG a baja y alta densidad (Figura 3c y d, 
respectivamente). Los picos a 3180 y 3100 cm-1, así como los picos a 1630 y 1550 cm-1, 
característicos del Tris, están presentes en la etapa intermedia (y en ldCS-NC con 
intensidades mucho más bajas respecto a los picos adyacentes) pero desaparecen 
completamente en el espectro de hdCS-NC. Además, en el espectro hdCS-NC el pico 
correspondiente al grupo C-O-C (1105 cm-1) presenta una mayor intensidad, en 
comparación con otros picos en la misma región, y se pierde el pico a 1055 cm-1, que 
corresponde al grupo R-SO3- que se libera de la BS3 durante la reacción de enlace. 

El éxito de la funcionalización de la superficie de las NCs se demostró también 
midiendo el potencial zeta de la superficie del material antes y después de la 
modificación con PEG. El potencial zeta de las NCs pasó de positivo antes de la 
funcionalización (+27.1 mV) a negativo después de la funcionalización tanto a baja 
densidad (-22.4 mV) como a alta densidad donde presenta un valor absoluto mucho 
mayor (-34.2 mV). En otros trabajos también se han observado valores negativos en el 
potencial zeta de nanopartículas funcionalizadas con PEG [45,46]. Esta disminución en 
el potencial se relaciona con una disminución de grupos amino libres. 

Para confirmar la disminución de grupos amino en la superficie tras la funcionalización 
con PEG, se cuantificaron mediante el ensayo espectrofotométrico basado en la 
interacción con el compuesto Orange II (los fundamentos del ensayo se explicaron en 
detalle en el capítulo 2). La cantidad de grupos amino fue determinada en 100 y 80 
nmol/mg para las NCs funcionalizadas a baja y alta densidad, respectivamente, lo que 
corresponde al 50 % y 40 % de la cantidad de grupos amino en las NCs no funcionalizadas 
(200 nmol/mg).  

En el caso de la funcionalización a baja densidad, esta importante disminución en el 
número de grupos amino no puede ser debida en su totalidad a la reacción del grupo 
amino con la BS3 ya que la cantidad de BS3 añadida fue muy baja (se ha detectado una 
pérdida de 100 nmol/mg de grupos amino pero se añadieron sólo 5 nmol/mg de BS3). 
Por lo tanto, este valor puede ser considerado como una desaparición aparente de 
grupos amino, probablemente debida a un efecto de enmascaramiento ocasionado por 
las moléculas de PEG en la superficie, que impiden la completa detección de los grupos 
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amino subyacentes. La interacción de la molécula Orange II con los grupos amino se 
vería obstaculizada por la presencia de cadenas de polímero, ya que se puede suponer 
que las moléculas de PEG están en una conformación similar a la denominada “tipo 
champiñón” [5,22]. En esta conformación, las cadenas de PEG se pliegan de forma que 
cubren parte de la superficie de las nanocápsulas e interaccionan con ella, 
probablemente debido a posibles interacciones tipo puente de hidrógeno entre la 
cadena de PEG y los grupos amino cargados positivamente en la superficie de la 
nanocápsula (Figura 4).  

 
Figura 4. Esquema de las hipotéticas conformaciones que puede adoptar el PEG según la densidad de 
cobertura de la superficie de la nanocápsula. 

La tendencia a formar tales interacciones podría ser responsable de una detección de 
grupos amino inferior a la esperada en la muestra con cobertura a baja densidad. Sin 
embargo, en el caso de la funcionalización a alta densidad, donde se añadieron 100 
nmol/mg de BS3 y se ha detectado la pérdida de 120 nmol/mg de grupos amino, hay una 
concordancia muy buena entre el número de grupos amino perdidos y el número de 
moléculas de BS3 presentes para reaccionar con ellos. En este caso, podría estar 
alcanzándose la transición de conformación “tipo champiñón” a “tipo cepillo”, asociada 
con coberturas de alta densidad [5]. La mayor densidad de PEG permite que las cadenas 
cercanas interaccionen entre ellas en vez de hacerlo con la superficie de la nanocápsula, 
lo que produce la extensión de las cadenas hacia el disolvente y facilita la interacción de 
la molécula Orange II con los grupos amino, resultando en una detección de grupos 
amino que concuerda con lo esperado.  

2.1.3. Efecto de la funcionalización con PEG en sistemas biológicos 

Aunque en este trabajo no se buscaba la aplicación directa de las NCs funcionalizadas 
con PEG, sino que el objetivo principal era su utilización como modelo para investigar y 
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optimizar los efectos de la funcionalización de cara a la posterior unión de moléculas de 
trimanósido, sí que se llevó a cabo una primera aproximación para evaluar el 
comportamiento de las NCs funcionalizadas con PEG en medio fisiológico, en presencia 
de proteínas y en cultivos celulares, que además permitió confirmar la presencia de PEG 
en la superficie de las NCs.   

Las nanocápsulas no funcionalizadas son sensibles a la presencia de sales en el medio 
y tienden a agregar durante la incubación en medios fisiológicos como el PBS. Tanto los 
iones fosfato como las proteínas pueden adsorberse sobre la superficie de las 
nanocápsulas debido a la presencia de grupos amino, produciendo el entrecruzamiento 
entre diferentes cápsulas. La funcionalización con cadenas de PEG es una estrategia 
común para mejorar la estabilidad de las nanopartículas en medios de cultivo celular y 
fisiológicos [5]. La presencia de PEG en la superficie de la nanocápsula apantallaría los 
grupos amino en la superficie, como demostró previamente la disminución del potencial 
zeta de las NCs tras la funcionalización, impidiendo su interacción con las sales y 
proteínas del medio.  

Aprovechándonos de este efecto de estabilización del PEG, se evaluó el grado de 
agregación de las nanocápsulas funcionalizadas y no funcionalizadas en agua y PBS para 
determinar el éxito de la funcionalización. El efecto de la funcionalización con PEG sobre 
el comportamiento de las nanocápsulas en medio fisiológico se analizó midiendo sus 
diámetros hidrodinámicos mediante DLS (Figura 5). 

 
Figura 5. Tamaño hidrodinámico de NCs de quitosano en agua y PBS antes (a) y después de ser 
funcionalizadas con diferentes cantidades de PEG: ldCS-NC (b) y hdCS-NC (c).  

En cada gráfica se reporta la distribución de diámetros de una misma muestra en agua 
y en PBS. En la Figura 5a se observa un fuerte efecto de agregación en PBS de las NCs no 
funcionalizadas. El diámetro hidrodinámico medio pasó de 103 nm en agua a 471 nm en 
PBS. Por el contrario, el diámetro de las nanocápsulas funcionalizadas se mantiene en 
PBS (Figura 5b y c), incluso en el caso de las ldCS-NC, lo que confirma que la 
funcionalización se llevó a cabo con éxito y que en ambos casos fue eficaz para la 
estabilización de las NCs. Esta mejora en la estabilidad coloidal se debe a que los 
contraiones del medio fisiológico (en este caso iones fosfato) son repelidos de forma 
estérica por el PEG, lo que impide su interacción con la superficie de la nanocápsula. 
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Este mismo efecto de estabilización coloidal fue observado por Cao y colaboradores al 
incubar sus nanopartículas funcionalizadas con PEG en medio salino, en comparación 
con la importante agregación de las nanopartículas no funcionalizadas [47].  

Por otro lado, la alta densidad de grupos amino en la superficie de las NCs puede 
considerarse responsable de la adsorción de proteínas, lo que también provoca la 
agregación de las nanocápsulas. El PEG ha sido ampliamente utilizado como 
recubrimiento de nanomateriales para evitar la adsorción de proteínas séricas mediante 
repulsiones estéricas y de hidratación, dando lugar a suspensiones coloidales más 
estables [5]. Este efecto de protección del PEG frente a la adsorción de proteínas fue 
aprovechado para demostrar la efectividad de la funcionalización de las NCs. Para ello, 
se realizaron ensayos de agregación midiendo el diámetro hidrodinámico de las NCs 
funcionalizadas y no funcionalizadas en presencia de concentraciones crecientes de 
proteína BSA en agua, seleccionada como proteína modelo por ser una de las más 
abundantes en sangre [48]. Además, dado que la densidad del recubrimiento está 
estrechamente relacionada con la capacidad para repeler las proteínas [40,41], se 
comparó el efecto en la agregación de NCs funcionalizadas con PEG a baja y alta 
densidad. La comparación de los comportamientos de las NCs sin funcionalizar, ldCS-NC 
y hdCS-NC se reporta en la Figura 6. 

 
Figura 6. Tamaño hidrodinámico de NCs de quitosano (CS-NC) en presencia de diferentes 
concentraciones de BSA, antes y después de ser funcionalizadas a baja (ldCS-NC) o alta (hdCS-NC) 
densidad de PEG. 

Los datos mostrados en la gráfica se refieren al diámetro medio de las NCs 
funcionalizadas y no funcionalizadas en presencia de concentraciones crecientes de BSA. 
El gran efecto estabilizador observado tras la funcionalización con PEG demostró sin 
lugar a dudas la presencia de PEG en la superficie de la nanocápsula, y por tanto la 
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disminución de los grupos amino libres en la superficie. Sólo ante una concentración 
muy alta de BSA (superior a 100 µg/mL) se produjo un aumento significativo en el 
diámetro hidrodinámico de ldCS-NC y hdCS-NC, por lo que ambas densidades de 
recubrimiento resultaron ser suficientes para disminuir la adsorción de proteínas, 
aunque en mayor medida la de alta densidad. Por el contrario, una concentración de 
BSA una orden de magnitud menor es suficiente para producir el mismo aumento en el 
diámetro de las NCs no funcionalizadas. En un trabajo similar se demostró que la 
funcionalización con PEG era capaz de reducir en un 80 % la cantidad de BSA adsorbida 
sobre nanopartículas catiónicas y fue también atribuido a la disminución de la carga 
superficial positiva de la nanopartícula [47]. 

Por otro lado, en algunos trabajos la funcionalización con PEG de nanocápsulas 
catiónicas recubiertas por poli-L-lisina y poli-L-glutamato ha sido asociada a una 
reducción de la toxicidad [49,50]. Basándonos en estas observaciones, se decidió evaluar 
la toxicidad de nuestras NCs antes y después de la funcionalización como herramienta 
para caracterizar la presencia de PEG en la superficie de las NCs y determinar su efecto 
sobre la interacción de las NCs con las células. La citotoxicidad se testó en células Vero 
mediante el ensayo espectrofotométrico MTT. Las células se incubaron 24 h con 
diferentes concentraciones de NCs no funcionalizadas, funcionalizadas con PEG a baja 
densidad (ldCS-NC) y a alta densidad (hdCS-NC). En la Figura 7 se compara el porcentaje 
de viabilidad celular tras el tratamiento con las distintas muestras. 

 
Figura 7. Viabilidad celular de células Vero incubadas durante 24 h con NCs de quitosano (CS-NC) antes 
y después de ser funcionalizadas a baja (ldCS-NC) o alta (hdCS-NC) densidad de PEG. 

Se puede observar en la Figura 7 que la funcionalización mejoró significativamente la 
biocompatibilidad de las nanocápsulas, especialmente cuando se usan altas 
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concentraciones de NCs (más de 0.15 mg/mL). Los dos tipos de NCs funcionalizadas 
resultaron ser menos tóxicas para las células a altas concentraciones, especialmente las 
de alta densidad. Es posible que esta menor toxicidad de las NCs funcionalizadas 
estuviera influenciada por la contribución de las moléculas de PEG a su peso molecular, 
pero se descartó que el efecto sobre la viabilidad celular se debiera únicamente a este 
factor, ya que el PEG unido a las ldCS-NCs representa menos de un 3 % de su peso 
molecular y la diferencia de citotoxicidad con las NCs no funcionalizadas es muy 
pronunciada. Estos resultados confirman la presencia de PEG y concuerdan con lo 
esperado, ya que la disminución del potencial zeta observada tras la funcionalización 
indica que la cobertura de PEG está apantallando la carga superficial positiva del 
quitosano, lo que podría reducir sus interacciones con la membrana celular y su 
toxicidad. Sin embargo, cabe remarcar que, en el caso de las NCs funcionalizadas con 
PEG, la disminución de la citotoxicidad sigue asociándose a un grado muy alto de 
internalización celular (Figura 8). En la figura se incluyen imágenes de células Vero no 
tratadas (Figura 8A) e incubadas durante 24 h con NCs sin funcionalizar (Figura 8B) o NCs 
funcionalizadas con distintas cantidades de PEG (Figura 8C-D). 

 
Figura 8. Imágenes de células Vero control (A) e incubadas durante 24 h con NCs sin funcionalizar (B) o 
funcionalizadas con distintas cantidades de PEG: ldCS-NC (C) y hdCS-NC (D). Las células fueron fijadas y  
se adquirieron las imágenes con un microscopio óptico. Escalas: 20 µm. 
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Las imágenes de microscopía muestran la formación de numerosas vesículas 
intracelulares tras incubar las células con las NCs, tanto funcionalizadas como sin 
funcionalizar, a diferencia de las células no tratadas, lo que indica que la presencia de 
PEG reduce la toxicidad de las NCs y sigue permitiendo su internalización.  

En conjunto, todos estos ensayos demostraron no sólo que el PEG se unía a la 
superficie de la nanocápsula, sino también que la conformación adoptada por las 
cadenas de polímero mediante el método desarrollado para la funcionalización a alta y 
baja densidad es efectiva para mejorar significativamente la estabilidad coloidal y 
citotoxicidad de las NCs de quitosano, manteniendo su gran capacidad de internalización 
celular. 

2.2. Funcionalización con trimanósido 

Las NCs de quitosano fueron funcionalizadas con ligandos de trimanósido con el 
objetivo final de explorar si la modificación de la superficie de las NCs con un ligando 
provoca una respuesta distinta en las células diana que expresan su receptor, ya sea 
provocando un aumento de la internalización o modulando la respuesta celular. 

Se siguió el mismo método de funcionalización previamente puesto a punto con la 
molécula modelo PEG, donde se demostró que la adición tanto de 5 como de 100 
nmol/mg NC de BS3 es suficiente para poder detectar los efectos de la funcionalización, 
aunque el efecto se amplifica con 100 nmol/mg NC. Además, estas cantidades no sólo 
no ocasionaban entrecruzamientos indeseados entre las NCs, sino que favorecían su 
estabilidad coloidal. Sobre la base de estos resultados previos, se decidió unir el 
trimanósido utilizando una cantidad intermedia de BS3: 50 nmol/mg NC. Esta cantidad 
de BS3 permitiría, por un lado, detectar mejor el efecto de la modificación de la 
superficie de las NCs al tratarse de una cantidad mayor que 5 nmol/mg NC, mientras 
que, por otro lado, permitiría disponer de suficientes grupos amino libres (el 75 %, 
considerando que hay un total de 200 nmol/mg NC de grupos amino disponibles en la 
superficie) en la superficie de las NCs para una posible multifuncionalización con 
diferentes moléculas de interés en el futuro. 

En este caso, se utilizó la molécula homobifuncional BS3 para hacer de puente entre 
un grupo amino primario del quitosano y un grupo amino del trimanósido. El 
trimanósido seleccionado para este estudio (4-aminobutilo 2-O-(α-D-manopiranosil) 2-
O-(α-D-manopiranosil) α-D-manopiranósido) había sido derivatizado con una cadena 
espaciadora alquilo terminada en un grupo amino para que pudiera reaccionar con la 
BS3. La Figura 9 muestra las estructuras químicas de la BS3 y el trimanósido, así como el 
mecanismo de unión a las NCs.  
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Figura 9. Estrategia de funcionalización basada en el uso de BS3 como reactivo de acoplamiento para la 
unión de trimanósido a la superficie de la NC de quitosano. 

Tras unir el trimanósido a la superficie de las NCs, se evaluaron las propiedades 
fisicoquímicas de las nanocápsulas antes y después de la funcionalización. La 
distribución de tamaños de las NCs antes y después de ser funcionalizadas se reporta en 
la Figura 10.  

 
Figura 10. Distribución de tamaños de NCs funcionalizadas con trimanósido (NCs_TRI, rojo) y NCs no 
funcionalizadas (NCs, azul), determinada mediante DLS. 
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El tamaño de las nanocápsulas fue muy similar, observándose una población principal 
(mayor del 85 %) con un diámetro de en torno a 100 nm y un pequeño porcentaje 
(menor del 15 %) con un diámetro cercano a 450 nm. 

Por otro lado, la morfología de las nanopartículas es un factor clave para la 
internalización celular, incluso más determinante que el tamaño [44]. La velocidad a la 
que las células fagocíticas internalizan las nanopartículas cambia según sus propiedades 
geométricas [51]. Por ejemplo, Sharma et al. demostraron que las nanopartículas de 
poliestireno con forma elipsoidal se adherían mejor a los macrófagos que las de forma 
esférica, pero eran fagocitadas con menor eficiencia [52]. También existen estudios en 
animales que han asociado la forma esférica de las partículas con una eliminación más 
rápida de la circulación sanguínea y menor efecto pro-inflamatorio, comparado con 
partículas no esféricas (con forma de cilindro, disco o alambre) [53,54]. Por ello, se 
analizó la morfología de las NCs funcionalizadas mediante crio-microscopía electrónica 
de transmisión (Cryo-TEM, Figura 11).  

 
Figura 11. Imágenes de Cryo-TEM de NCs funcionalizadas con trimanósido. 

Las NCs eran esféricas, lo que podría favorecer su internalización en los macrófagos, y 
su distribución de tamaños coherente con los resultados obtenidos mediante DLS. La 
superficie de las nanocápsulas no mostró diferencias apreciables en la morfología 
mediante crio-microscopía electrónica de transmisión después de la unión del 
trimanósido.  

El resultado del proceso de funcionalización se analizó midiendo el potencial zeta de 
las NCs antes y después de la modificación de su superficie. Como se expuso en el 
capítulo 2, la superficie de las nanocápsulas de quitosano no modificadas presenta altos 
valores de potencial zeta positivo a pH ligeramente ácido, debido a la presencia de 
grupos amino protonados. Después de la funcionalización con el ligando trimanósido, el 
efecto de enmascaramiento sobre los grupos amino en la superficie de las NCs dio lugar 



Funcionalización de la superficie de NCs de quitosano 

99 
 

a valores negativos en el potencial zeta (-23.8 mV). Los altos valores absolutos también 
indicaban una buena estabilidad coloidal de las muestras en las condiciones de 
medición. Este cambio en el potencial de superficie de las NCs demostraba que el 
ligando había sido unido correctamente a la superficie.  

Para favorecer la accesibilidad del ligando para la interacción con su receptor, era 
esencial conseguir que el ligando estuviese unido a la superficie de la NC en la 
orientación deseada, es decir, unido por el extremo con el grupo amino y con la cadena 
extendida hacia el disolvente, como se ha representado en la Figura 9. Para demostrar 
que los ligandos de trimanósido en la superficie de la NC estaban disponibles para 
interaccionar con moléculas biológicas, se evaluó su capacidad de unión a una proteína 
capaz de reconocerlos: la concanavalina A (ConA). La ConA es una lectina que a pH 
fisiológico (7.4) presenta una estructura tetramérica, formada por cuatro subunidades 
idénticas, cada una de las cuales posee un sitio de unión específico para residuos 
terminales de manosa y glucosa, incluyendo dimanósidos y trimanósidos [55]. Debido a 
esta característica, la ConA ha sido utilizada como puente para producir la agregación 
específica de nanopartículas funcionalizadas con estos carbohidratos [56,57]. La 
formación de interacciones multivalentes específicas entre la ConA y el trimanósido de 
la superficie de las NCs da lugar al entrecruzamiento entre nanocápsulas distintas y, por 
lo tanto, a la formación de agregados, como se ha representado esquemáticamente en 
la Figura 12.  

 
Figura 12. Esquema de la agregación que se produce en las NCs funcionalizadas con trimanósido al 
interaccionar con la lectina Concanavalina A (ConA) de forma específica y multivalente. 

La formación de estos agregados ha sido evaluada mediante DLS al incubar las NCs 
funcionalizadas (NCs_TRI) y no funcionalizadas (como control) en presencia de 
concentraciones crecientes de ConA (Figura 13).  
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Figura 13. Ensayo de agregación de NCs funcionalizadas (a) o no (b) con trimanósido incubadas en 
tampón Tris-HCl pH 7.4 a varias concentraciones de Concanavalina A, evaluado mediante DLS. 

En la Figura 13a se puede observar que el diámetro de las NCs_TRI se cuadruplica a 
concentraciones superiores a 2 nmol/mg NC. El mismo experimento se llevó a cabo 
utilizando NCs no funcionalizadas y no se detectó un aumento en la agregación en 
presencia de ConA (Figura 13b). En ausencia de ConA, las NCs no funcionalizadas 
mostraron un comportamiento completamente diferente al ser diluidas en tampón Tris-
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HCl pH 7.4, agregando debido a la presencia de sal en el tampón. Por el contrario, en 
ausencia de ConA las NCs_TRI se mantenían estables en este tampón (Figura 12a), lo 
que concuerda con el aumento de estabilidad observado en tampón fosfato salino (PBS) 
tras la funcionalización con PEG y confirma una vez más la eficacia del proceso de 
funcionalización. En presencia de ConA, se detectó un importante efecto de agregación 
en las NCs_TRI a partir de 2 nmol/mg NC de ConA, mientras que no se observó ninguna 
modificación del estado de agregación de las NCs no funcionalizadas incluso a 
concentraciones superiores de ConA. Esto demuestra que la elevada agregación de las 
NCs_TRI a bajas concentraciones de ConA se produce de forma específica al 
interaccionar el trimanósido con los sitios de unión de la lectina, lo que refleja que el 
trimanósido se ha unido covalentemente y en la orientación deseada a la superficie de 
la NC, asegurando la disponibilidad de los ligandos en la superficie de las NCs para 
interaccionar con sus receptores de lectina. 

Para poder investigar el comportamiento de las NCs funcionalizadas en cultivos 
celulares mediante técnicas de fluorescencia, se sintetizaron NCs marcadas con el 
fluoróforo Nile Red (NR-NCs), encapsulado en el núcleo, y posteriormente se unió el 
trimanósido a su superficie siguiendo el protocolo optimizado (NR-NCs_TRI). El éxito de 
la funcionalización fue evidenciado mediante la disminución del potencial zeta, que pasó 
de +21.5 ±0.7 mV a -9.5 ±0.5 mV tras la unión del trimanósido. Como era de esperar, la 
distribución de tamaños fue similar antes y después de la funcionalización de las NR-NCs 
(Figura 14), y los diámetros hidrodinámicos de las poblaciones fueron análogos a los 
obtenidos con las NCs no marcadas fluorescentemente.  

 
Figura 14. Distribución de tamaños de NCs cargadas de Nile Red antes (NR-NCs, azul) y después (NR-
NCs_TRI, rojo) de ser funcionalizadas con trimanósido, determinada mediante DLS. 

También se comprobó que las NCs antes y después de funcionalizar emitieran 
fluorescencia en el mismo rango de intensidad mediante espectrometría de 
fluorescencia (Figura 15) y se decidió fijar una concentración de NCs de 100 µg/mL para 
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los experimentos de internalización en macrófagos, ya que a esta concentración la 
intensidad de fluorescencia emitida por ambos tipos de NCs era prácticamente idéntica. 

 
Figura 15. Intensidad de fluorescencia de las NCs cargadas de Nile Red antes (azul) y después (rojo) de 
ser funcionalizadas con el trimanósido, medidas a distintas concentraciones de NCs mediante 
espectrometría de fluorescencia. 

2.2.1. Modulación de la respuesta de macrófagos  

El estudio in vitro sobre el comportamiento de macrófagos humanos al ser incubados 
con estas NCs funcionalizadas con trimanósido fue llevado a cabo por el Dr. Juan Manuel 
Coya, perteneciente al grupo de investigación del Dr. Ludovic Tailleux del Instituto 
Pasteur de París. Según las necesidades específicas de cada experimento, se prepararon 
para ello distintas NCs, marcadas fluorescentemente y funcionalizadas con trimanósido. 

2.2.1.1. Internalización en macrófagos 

Primero se evaluó si la adición de ligandos de trimanósido a la superficie de las NCs 
aumentaba su internalización en macrófagos, ya que este tipo de célula expresa varias 
lectinas a altos niveles, incluyendo receptores de manosa (ver introducción de este 
capítulo) [23,26]. Para cuantificar el grado de internalización, los macrófagos fueron 
incubados con las NR-NCs y las NR-NCs_TRI a 100 µg/mL (tras comprobar mediante 
ensayos MTT que esta concentración no afectaba a la viabilidad celular) durante 1, 4 ó 
18 h y se midió la fluorescencia mediante citometría de flujo. La Figura 16 muestra la 
intensidad de fluorescencia de los macrófagos tras distintos tiempos de incubación con 
las NCs.  
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Figura 16. Internalización celular en macrófagos de NCs marcadas con Nile Red funcionalizadas con 
trimanósido (NR-NCs_TRI) y no funcionalizadas (NR-NCs).  

En concordancia con el estudio de internalización en células Vero y células dendríticas 
del capítulo 2, se observó un aumento de la internalización en macrófagos a lo largo del 
tiempo, pero no hubo diferencias significativas entre las NCs con ligandos o sin ellos. 

Debido a que las NCs de quitosano no funcionalizadas ya muestran una elevada tasa 
de internalización, es posible que la presencia del trimanósido no sea tan determinante 
como para incrementar aún más la internalización. Algunos receptores de lectina tipo C 
(CLRs) expresados por los macrófagos poseen motivos de unión a distintos 
carbohidratos, entre ellos manosa, N-acetilglucosamina, L-fucosa, glucosa o galactosa, 
entre otros [27]. Por lo tanto, no sólo el trimanósido sino también el quitosano, que 
contiene residuos de N-acetilglucosamina, podría estar siendo reconocido con gran 
afinidad por los receptores de los macrófagos.  

 Actividad metabólica de macrófagos infectados  

Algunos receptores de lectina tipo C (CLRs) son capaces de activar determinadas vías 
de señalización intracelular al unir el ligando [23,58]. Por ello, además de para el 
transporte específico de fármacos, los CLRs también pueden ser explotados para 
modular las funciones y actividades metabólicas de las células que los expresan, como 
la activación o la inhibición de la respuesta inmune de los macrófagos [23,27]. 

Para comparar la respuesta a nivel de metabolismo celular de macrófagos infectados 
por M. tuberculosis ante las NCs y las NCs_TRI, se analizó el transcriptoma de los 
macrófagos tratados 18 h con los dos tipos de NCs mediante mRNAseq para identificar 
los genes cuya expresión había sido alterada con respecto a los macrófagos sin tratar.  

Sorprendentemente, a pesar de no haber observado diferencias en la internalización, 
el tratamiento con NCs_TRI indujo una remodelación significativa del transcriptoma 
celular de los macrófagos. La Figura 17 muestra los genes diferencialmente expresados 
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por los macrófagos infectados con M. tuberculosis tratados con NCs o NCs_TRI, respecto 
al control no tratado (Figura 17a), así como las rutas biológicas significativamente 
moduladas por el tratamiento con NCs-TRI (Figura 17b). 

 
Figura 17. a) Diagrama de Venn que muestra los genes expresados diferencialmente, respecto al control 
no tratado, por los macrófagos infectados con M. tuberculosis tratados con NCs sin funcionalizar o 
funcionalizadas con trimanósido (NCs_TRI). b) Procesos biológicos significativamente enriquecidos 
(análisis KEGG) por genes sobreexpresados (gráfico de arriba) o subexpresados (gráfico de abajo) por el 
tratamiento con NCs_TRI en macrófagos infectados por M. tuberculosis. La línea gris indica -log de 
p=0.05. 

En total, se expresaron diferencialmente 958 genes en las células incubadas con 
NCs_TRI, mientras que sólo 120 en las células tratadas con NCs sin funcionalizar. Entre 
los 958 genes totales, 873 eran específicos de NCs_TRI y este conjunto estaba 
enriquecido en genes implicados en la fosforilación oxidativa (sobreexpresados), en 
rutas metabólicas y en el metabolismo del azúcar (subexpresados). Estos resultados 
sugieren que la funcionalización con trimanósido afecta a la maquinaria mitocondrial y 
remodela el metabolismo celular. 

La posibilidad de modular el metabolismo celular mediante la unión de ligandos en la 
superficie de las nanopartículas ofrece nuevas perspectivas. De hecho, muchas 
enfermedades, incluidas las enfermedades infecciosas, están asociadas a disfunciones 
metabólicas. La funcionalización de nanopartículas con moduladores metabólicos como 
complemento de los fármacos convencionales puede ser, por tanto, una estrategia 
prometedora para tratar estas enfermedades. 
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3. CONCLUSIONES 

En este capítulo se ha modificado la superficie de las NCs de quitosano con el objetivo 
de modular algunas de sus propiedades, como la carga superficial, estabilidad, 
especificidad e internalización celular. Para ello, se ha puesto a punto un método de 
funcionalización basado en la reacción de los grupos amino del quitosano y del ligando 
con el reactivo de acoplamiento BS3.  

En primer lugar, este método ha sido optimizado utilizando PEG como molécula 
modelo. El éxito de la funcionalización ha sido demostrado mediante FTIR, potencial 
zeta y cuantificación de grupos amino en la superficie de las NCs. Además, se observó, 
tal y como se esperaba, que la funcionalización con PEG aumentaba la estabilidad de las 
NCs en medio fisiológico (PBS) y en presencia de proteínas (BSA) y disminuía la 
citotoxicidad de las NCs.  

En segundo lugar, las NCs han sido funcionalizadas con un trimanósido para dirigir el 
tratamiento a macrófagos. La disponibilidad del ligando en la superficie de las NCs para 
interaccionar con sus receptores biológicos se confirmó mediante el reconocimiento 
específico por la lectina Concanavalina A. Aunque no se observaron diferencias en la 
internalización celular entre las NCs funcionalizadas y no funcionalizadas, la 
funcionalización de las NCs con trimanósido produjo una inesperada remodelación de la 
respuesta de los macrófagos ante la infección por M. tuberculosis. Estos prometedores 
resultados abren las puertas al uso de estas NCs como moduladores del metabolismo 
celular y es necesario un estudio en profundidad sobre la manera por la que las NCs son 
capaces de interaccionar con los macrófagos y modificar su respuesta. Una estrategia 
que podría investigarse en el futuro para favorecer la disponibilidad del ligando de 
trimanósido en la superficie de la NC y que pueda interaccionar más fácilmente con sus 
receptores sería la utilización de una molécula de PEG como espaciador entre la 
superficie de la NC y el ligando. 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Materiales 

El ácido bórico, el Orange II sal de sodio y la concanavalina A de Canavalia ensiformis 
–Jack bean- tipo VI se adquirieron en Sigma-Aldrich. El suberato de bis(sulfosuccinimidil) 
(BS3) se obtuvo de Pierce Biotechnology Millipore. El polietilenglicol (PEG) de 5000 Da 
(MeO-PEG-NH2) se compró en Iris Biotech. El trimanósido 4-aminobutilo 2-O-(α-D-
manopiranosil) 2-O-(α-D-manopiranosil) α-D-manopiranósido se adquirió en Omicron 
Biochemicals Inc. 

El medio de cultivo celular DMEM, el tampón fosfato salino (PBS) sin Ca2+ y Mg2+ y el 
tampón fosfato salino Dulbecco (DPBS) con Ca2+ y Mg2+ se compraron en Lonza. El MTT 
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-2,5-difeniltetrazolio), la penicilina, la 
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estreptomicina, la glutamina y el 4',6-diamidino-2-fenilindolfenilindol (DAPI) se 
obtuvieron de Invitrogen.  

4.2. Líneas celulares y macrófagos 

La línea celular Vero (células epiteliales de riñón de mono) fue adquirida de la 
“American Type Culture Collection” (ATCC) y cultivada en las condiciones que se 
especifican en el capítulo 2.  

Las células mononucleares sanguíneas fueron aisladas por centrifugación Ficoll-Paque 
(GE Healthcare Life Sciences). Los monocitos CD14+ fueron aislados por selección 
positiva usando microcápsulas CD14 (Miltenyi Biotec) y diferenciados a macrófagos en 
RPMI 1640 complementado con 10 % de suero bovino fetal, 2 mM de glutamina y factor 
estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) (20 ng/mL, R&D Systems) 
durante 6 días, cambiando el medio de cultivo cada dos días.  

Todos los cultivos se mantuvieron a 37 °C en un 5 % de CO2. 

4.3. Método de funcionalización 

Para la funcionalización de la superficie de las nanocápsulas, se partió de 20 mg de 
nanocápsulas a una concentración de 2 mg/mL en tampón borato 10 mM pH 8.3. Sobre 
la suspensión se añadieron diferentes cantidades del reactivo de acoplamiento BS3 (5 ó 
100 nmol/mg NC para la funcionalización con PEG y 50 nmol/mg NC para la 
funcionalización con trimanósido) y se mantuvieron bajo agitación durante 30 minutos. 
Después, se añadió una cantidad doble de ligando: α-metoxi-ω-amino polietilenglicol 
(MeO-PEG-NH2) ó 4-aminobutilo 2-O-(α-D-manopiranosil) 2-O-(α-D-manopiranosil) α-D-
manopiranósido (trimanósido). La mezcla se mantuvo bajo agitación durante 2 h a 37 
°C. Finalmente, se añadieron 20 mL de tampón Tris-HCl 10 mM pH 8.0 para bloquear el 
reactivo de acoplamiento BS3 que no hubiera reaccionado con el ligando. Las 
nanocápsulas funcionalizadas se filtraron con una unidad de ultrafiltración Amicon® 
utilizando discos de ultrafiltración Millipore® Biomax® de 300 kDa para separarlas del 
PEG no unido o con un dispositivo de filtración por centrifugación con membrana de 
celulosa regenerada Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) para 
separarlas del trimanósido no unido. Después de 2 lavados con agua, las nanocápsulas 
se concentraron hasta un volumen final de 2 mL. La concentración se determinó después 
de obtener el peso seco liofilizando una fracción de la muestra (200-500 µL). 

4.4. Cuantificación de los grupos amino de la superficie 

La cantidad de grupos amino expuestos en la superficie de las nanocápsulas se midió 
mediante el ensayo espectrofotométrico con Orange II [59,60]. Cada molécula de 
Orange II se une a un grupo amino de la superficie de la nanocápsula (cuando el pH es 
lo suficientemente ácido para que los grupos amino estén protonados e interaccionen 
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con el Orange II), por lo que la medida del número de moléculas de Orange II equivale a 
los grupos amino accesibles. 

Se pusieron en contacto 0.2 mg de nanocápsulas (correspondientes, por ejemplo, a un 
volumen de 20 µL de suspensión acuosa a la concentración de 10 mg/mL) con 1 mL de 
solución ácida de sal sódica de Orange II 2 mM (pH 3) y se mantuvieron durante 30 min 
a 40 °C. La suspensión de las cápsulas se pasó a través de un filtro de membrana 
adaptado para jeringa (filtro de PVDF con poros de 0.22 µm Millex®, Merck Millipore®) 
para adsorber las nanocápsulas en la membrana y mantenerlas retenidas para 
separarlas de la solución Orange II. A continuación, se pasó una solución ácida (pH 3) 
varias veces a través del mismo filtro hasta que se eliminó todo el colorante no unido a 
las nanocápsulas (verificado mediante la medición espectrofotométrica del 
sobrenadante y comparando con una curva de calibración a pH 3). Después, se lavaron 
con una solución alcalina (pH 12) para desorber el colorante unido a los grupos amino 
de las nanocápsulas. Se recogieron las fracciones de lavado y se midió la cantidad de 
colorante no absorbido y desorbido a una longitud de onda de 480 nm con un 
espectrofotómetro Varian Cary 50 UV/Vis después de realizar la curva de calibrado del 
Orange II a pH 12. 

4.5. Análisis de la composición química mediante FTIR 

La composición de las nanocápsulas se analizó a partir de la muestra liofilizada 
mediante análisis de espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) 
utilizando un equipo JASCO FT/IR-4100 en un rango de frecuencia de 600-4000 cm-1 con 
una resolución de 2 cm-1 y un número de escaneo de 32. 

4.6. Determinación del diámetro hidrodinámico 

El diámetro hidrodinámico y el índice de polidispersidad (PDI) de las NCs fue medido 
mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) utilizando un equipo 
Brookhaven 90Plus. Las muestras fueron medidas a 0.15 mg/mL en H2O MilliQ a 25 °C y 
los datos fueron obtenidos según la aproximación de distribución numérica. Se 
realizaron al menos 8 medidas (runs) de 2 minutos de cada muestra. 

4.7. Determinación del potencial zeta 

El potencial Z de las muestras fue medido a 25 °C en KCl 10 mM pH 6.5 a una 
concentración de 0.01 mg/mL utilizando el aparato Brookhaven 90Plus Particle Size 
Analyzer. Se caracterizaron varios lotes de cada tipo de nanocápsula y se realizaron al 
menos 5 medidas (runs) de cada muestra limitando el error residual relativo a 0.02. 

4.8. Estabilidad coloidal en medio fisiológico 

La resistencia de las nanocápsulas a la agregación en PBS se evaluó midiendo las NCs 
antes y después de ser funcionalizadas con PEG a baja y alta densidad en PBS y en agua 
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a 0.15 mg/mL. El diámetro hidrodinámico de las nanocápsulas se midió utilizando un 
equipo Brookhaven 90Plus DLS. 

4.9. Adsorción de proteínas 

La resistencia de las nanocápsulas a la adsorción de proteínas se determinó mediante 
la incubación de las nanocápsulas antes y después de ser funcionalizadas con PEG a baja 
y alta densidad (3 mL de una suspensión a 0.15 mg/mL) a diferentes concentraciones de 
albúmina de suero bovino (BSA). El diámetro hidrodinámico de las nanocápsulas se 
midió tras 10 minutos de incubación utilizando un equipo Brookhaven 90Plus DLS. 

4.10. Citotoxicidad de las NCs funcionalizadas con PEG 

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular in vitro para determinar la 
citotoxicidad de las nanocápsulas utilizando el ensayo colorimétrico de bromuro de 3- 
[4,5-dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT).  

Se sembraron 7500 células por pocillo utilizando una placa estándar de 96 pocillos (5 
réplicas por muestra). Después de 24 horas de incubación, el medio se reemplazó con 
un nuevo medio que contenía 5 concentraciones diferentes de NCs no funcionalizadas, 
NCs funcionalizadas con PEG a baja densidad y NCs funcionalizadas con PEG a alta 
densidad. También se incluyó un control negativo que no contenía cápsulas (células no 
tratadas). Después de otras 24 horas de incubación, el medio se reemplazó con la 
solución de MTT (0,5 mg·mL-1 en DMEM). Después de 2 horas de incubación, se eliminó 
el medio y los cristales formados se disolvieron en 200 µL de DMSO. La absorbancia a 
570 nm se midió en un lector de placas ThermoScientific Multiskan GO TM. La viabilidad 
celular relativa (%) se calculó utilizando la relación porcentual entre la absorbancia de la 
muestra y la absorbancia del control. En cada ensayo se incluyeron 5 réplicas de cada 
muestra y los experimentos se repitieron un mínimo de tres veces. 

4.11. Internalización celular de las NCs funcionalizadas con PEG 

Para el análisis de microscopía óptica, se sembraron 3 x 104 células Vero sobre 
cubreobjetos de vidrio en una placa de 24 pocillos a 37 °C. Después de 24 h, se añadieron 
las nanocápsulas a 50 µg/mL en DMEM y se incubaron durante 24 h a 37 °C. Las 
nanocápsulas no internalizadas se eliminaron lavando con DPBS dos veces. Las células 
se fijaron con paraformaldehído al 4 % durante 20 min a 4 °C, se lavaron dos veces con 
DPBS y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente con DAPI para el marcaje 
del núcleo. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio para microscopía 
utilizando ProLong® Gold Antifade (Invitrogen). La microscopía óptica se realizó con un 
microscopio invertido (Nikon Eclipse Ti-E) y las imágenes se analizaron con el software 
NIS-Elements Advanced Research. 
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4.12. Crio-microscopía electrónica de transmisión (cryoTEM). 

Las NCs funcionalizadas con trimanósido fueron vitrificadas en etano líquido y 
analizadas en un microscopio electrónico de transmisión (TEM) a baja temperatura. El 
proceso de vitrificación se realizó en un FEI Vitrobot: una gota de 3 µL de una suspensión 
acuosa del material se colocó en una rejilla de carbono TEM Quantifoil, el exceso de 
agua se eliminó en el Vitrobot con papel de filtro y la rejilla se congeló sumergiéndola 
en etano líquido. A continuación, las muestras se transfirieron bajo una atmósfera de 
nitrógeno líquido a un porta-muestras de TEM Gatan® equipado con un depósito de 
nitrógeno líquido. Las imágenes TEM se obtuvieron en un Tecnai T20 (FEI), operado a 
200 kV, acoplado a una cámara CCD Veleta. 

4.13. Ensayo de agregación con concanavalina A 

Nanocápsulas de quitosano no funcionalizadas y funcionalizadas con trimanósido se 
incubaron en tampón Tris-HCl 10 mM pH 7.4 a una concentración de 0.2 mg/mL y se 
añadió concanavalina A a distintas concentraciones (5-80 µg/mL). La mezcla se dejó 
durante 120 min para que se produjera la interacción y el grado de agregación se 
determinó posteriormente midiendo el diámetro hidrodinámico de las NCs en un equipo 
DLS Brookhaven 90Plus. 

4.14. Citometría de flujo 

Para analizar la internalización celular de las NCs, éstas fueron marcadas 
fluorescentemente mediante encapsulación de Nile Red (ver capítulo 2) y posterior 
funcionalización con trimanósido siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 
4.3.   

Para determinar el grado de internalización a lo largo del tiempo, los macrófagos se 
cultivaron a 4 × 105 células/mL en placas de 24 pocillos durante 24 h, seguidas de 1 a 18 
h de tratamiento con varias concentraciones de NCs fluorescentes (con o sin 
trimanósido). Después de la incubación, las células fueron lavadas extensamente con 
PBS para eliminar las NCs extracelulares, levantadas y fijadas en paraformaldehído al 4% 
para su análisis utilizando un citómetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter).  

4.15. Extracción del ARN, preparación de la librería de ADNc y 
secuenciación 

El ARN total de los macrófagos se extrajo utilizando reactivos QIAzol (Life 
Technologies) y se purificó sobre columnas RNeasy (Qiagen). La calidad de todas las 
muestras se evaluó con un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies) para 
verificar la integridad del ARN. Sólo las muestras con un buen rendimiento de ARN y sin 
degradación del ARN (proporción de 28S a 18S, > 1,7; número de integridad del ARN > 
9) se utilizaron para experimentos posteriores. Las librerías de ADN complementario 
(ADNc) se prepararon con el Kit de Preparación de Muestras de ARN TruSeq v2 (Illumina) 
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y se secuenciaron en un Illumina HiSeq 2500 en el Centro Hospitalario Universitario 
Sainte-Justine de Genómica Clínica Pediátrica (Montreal, Canadá). STAR v2.5.0b [61] se 
utilizó para mapear las secuencias de ARN al genoma de referencia hg38 y cuantificar la 
expresión génica (opción quantMode GeneCounts) contando los fragmentos que 
solapaban con los genes Ensembl (GRCh38 v. 83). El análisis de expresión diferencial se 
realizó utilizando un modelo lineal generalizado con el paquete R Bioconductor edgeR 
v3.16.5 [62] en los genes con más de un conteo por millón (CPM) en al menos dos 
muestras. La fórmula modelo utilizada en edgeR (~ Donante + Infección + 
Infección:Donante + Infección:Tratamiento + Donante:Tratamiento) contenía: los 
principales efectos para el Donante y la Infección, las interacciones del Donante con la 
Infección y el Tratamiento para ajustar las diversas respuestas a la infección y el 
tratamiento entre donantes, y una interacción anidada de la Infección con el 
Tratamiento porque estábamos interesados en los efectos del tratamiento específicos 
de la infección. Esto último se utilizó para extraer genes expresados diferencialmente 
entre muestras tratadas con NCs y muestras no tratadas bajo las condiciones infectadas 
y no infectadas. 

4.16. Infección de los macrófagos con micobacterias 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue cultivada a partir de una población congelada 
hasta la fase logarítmica intermedia en medio 7H9 (Becton-Dickinson), complementado 
con albúmina-dextrosa-catalasa (ADC, Difco), y la infección de los macrófagos se llevó a 
cabo según el protocolo descrito anteriormente [63]. Antes de la infección, las bacterias 
se lavaron tres veces y se resuspendieron en 1 mL de PBS. Los aglomerados de bacterias 
se disociaron mediante 30 pases a través de una aguja y luego se dejaron sedimentar 
durante 5 minutos. La densidad de las bacterias en el sobrenadante se verificó midiendo 
la DO600 y los volúmenes de alícuotas fueron definidos para permitir infecciones de una 
bacteria por cada dos células. Las células fueron infectadas en placas de 24 pocillos 
donde cada pocillo contenía 0.5 × 106 células en 1 mL de medio con GM-CSF. Después 
de 2 h de incubación a 37 °C, las células infectadas se lavaron tres veces en PBS para 
eliminar las bacterias extracelulares y se incubaron en medio fresco. La cepa H37Rv de 
M. tuberculosis, que expresaba la proteína fluorescente verde (GFP) (GFP-M. 
tuberculosis), llevaba el plásmido pEGFP (donado por G. Stewart, Imperial College, 
Londres, Reino Unido), resistente a la higromicina y con el gen gfp bajo el control del 
promotor constitutivo micobacteriano Phsp60. 
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Capítulo 4 

Transporte de TFDs en NCs de quitosano 
para terapia antimicrobiana 

 

 
1. INTRODUCCIÓN 

La resistencia a los antibióticos convencionales es una amenaza cada vez más grave 
para la salud pública mundial que requiere una acción urgente. Cada año se producen 
aproximadamente 23000 muertes en EE.UU. y 33000 en la UE como consecuencia 
directa de una infección resistente a los antibióticos [1,2], y se espera que la mortalidad 
mundial aumente hasta alcanzar los 300 millones de muertes en 2050 [1]. Esto es 
especialmente preocupante para los países en desarrollo, ya que estudios recientes han 
predicho una mayor tendencia a la resistencia en el África subsahariana y en algunas 
zonas de América del Sur [3].  

Para hacer frente a la creciente amenaza de la resistencia, se necesitan alternativas 
eficaces al uso de antibióticos [4]. Existen diversas estrategias con un gran potencial 
como alternativa a los antibióticos, tanto a nivel de prevención como de tratamiento de 
las infecciones bacterianas, aunque los avances terapéuticos logrados todavía no son 
satisfactorios [5]. Entre las estrategias cuyo desarrollo se encuentra en fases más 
avanzadas están las vacunas, probióticos, anticuerpos, lisinas, virus bacteriófagos y 
péptidos antimicrobianos [4,5]. También las terapias basadas en ácidos nucleicos están 
mostrando un gran potencial para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo 
las infecciones bacterianas [6–8]. Recientemente ha surgido un campo de investigación 
centrado en el desarrollo de un tipo de ácido nucleico, denominado Transcription Factor 
Decoy (TFD, traducido al español como señuelo de factores de transcripción), que puede 
ser explotado como una nueva terapia antimicrobiana, ya sea matando directamente a 
la bacteria al inhibir sus genes esenciales o inactivando sus genes de resistencia para 
sensibilizarla a los antibióticos convencionales.  

Los TFDs son oligonucleótidos de DNA de doble cadena y corta longitud (10-80 pares 
de bases) que reproducen la secuencia de unión específica de un determinado factor de 
transcripción [9,10]. Cuando una célula es transfectada con estas moléculas, los TFDs se 
unen competitivamente a los factores de transcripción diana, de forma que éstos 
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quedan secuestrados y no pueden unirse de forma eficiente a la región promotora del 
gen que regulan [11]. Esto a su vez inhibe la producción de RNA mensajero (mRNA), y 
por consiguiente no se producen las proteínas diana (Figura 1).  

 
Figura 1. Mecanismo de acción del TFD transportado por nanopartículas en la inhibición de la expresión 
génica. A) Proceso normal de transcripción mediante el cual (i) el factor de transcripción se une a su 
respectiva región promotora, lo que da como resultado (ii) la transcripción de ARNm, que luego (iii) se 
traduce en una proteína funcional. B) (i) Después de la administración de nanopartículas cargadas de 
TFD, (ii) estas atraviesan la pared y membrana celular bacteriana y el TFD se libera. (iii) El TFD inhibe 
competitivamente la unión del factor de transcripción a la región promotora del ADN y, por lo tanto, 
(iv) inhiben la transcripción y (v) la traducción de proteínas. Adaptado de Hibbitts et al. [12]. 

Aunque esta tecnología se desarrolló para su uso en células eucariotas, también se 
aplica a organismos procariotas [13,14]. Cuando se aplica como tratamiento 
antibacteriano, se busca la inhibición de proteínas diana esenciales para la supervivencia 
de la bacteria o que estén implicadas en su mecanismo de resistencia. 

La secuencia de TFD utilizada en este trabajo se une específicamente al factor de 
transcripción WalR, que es una proteína altamente conservada y esencial para la 
viabilidad de Staphylococcus aureus (S. aureus) ya que desempeña un papel clave en la 
regulación del metabolismo de la pared celular y en la formación de biofilm [15]. Por 
esta razón, la inhibición de WalR podría producir la muerte de la bacteria. De hecho, en 
otro trabajo se identificaron varios inhibidores específicos de WalR que consiguen matar 
con eficacia a S. aureus [16]. Además, se ha demostrado que WalR está implicado en el 
mecanismo de resistencia a la vancomicina [17]. Por lo tanto, aún en el caso de que no 
se consiguiera una muerte bacteriana directa, la inhibición de este factor de 
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transcripción podría producir beneficios adicionales como el aumento de la 
susceptibilidad a la vancomicina en las bacterias S. aureus resistentes tratadas con TFD. 

S. aureus es un patógeno humano Gram-positivo que habita comúnmente en la piel, 
tracto respiratorio y tracto urinario, entre otros, y puede dar lugar a infecciones que 
varían en gravedad, desde infecciones de la piel y los tejidos blandos relativamente leves 
hasta sepsis potencialmente mortales, como el síndrome de shock tóxico [18]. La 
aparición de cepas resistentes a la meticilina y a otros agentes antimicrobianos, 
conocidas como Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA, por sus siglas en 
inglés), ha aumentado el coste y la duración del tratamiento, lo que ha generado una 
preocupación creciente entre los profesionales de la medicina [19]. Actualmente en 
Europa, las tasas de infección por MRSA han llegado a alcanzar el 24 % de los pacientes 
hospitalizados y a constituir el 54 % de todas las cepas de S. aureus detectadas [20,21]. 
La Organización Mundial de la Salud ha publicado recientemente que el desarrollo de 
nuevos antimicrobianos contra el MRSA tiene una alta prioridad [22]. 

La tecnología de los TFDs presenta una nueva vía potencial para mejorar el tratamiento 
de MRSA. En las infecciones bacterianas extracelulares, como las producidas por S. 
aureus, las bacterias patogénicas se encuentran presentes principalmente en la sangre, 
linfa y/o fluidos intersticiales [8]. Para tratar estos patógenos, los TFDs deben mantener 
una estabilidad adecuada en la circulación sanguínea antes de entrar en las células 
bacterianas. Sin embargo, la presencia de nucleasas y proteínas plasmáticas en la sangre 
da lugar a una rápida degradación y eliminación de estos ácidos nucleicos [10]. Además, 
la naturaleza hidrofílica, el tamaño y la carga electrostática negativa de estas moléculas 
dificulta su paso a través de la pared bacteriana y de la membrana plasmática, también 
cargadas negativamente [23,24].  

La vehiculización de los TFDs a través de nanotransportadores es una estrategia 
prometedora para favorecer su estabilidad, protección e internalización celular, 
requisitos esenciales para lograr un efecto terapéutico eficiente [8,13]. Por ello, en este 
estudio se ha investigado la capacidad de las NCs de quitosano para atrapar y 
transportar los TFDs a la bacteria S. aureus. La naturaleza catiónica de las NCs permitió 
un atrapamiento eficiente del TFD. Se analizaron la estabilidad y los cambios en las 
características físico-químicas de las NCs cargadas de TFD en medios biológicos 
relevantes. Además, se realizaron ensayos in vitro para evaluar la actividad 
antimicrobiana de las NCs cargadas de TFD contra S. aureus y se evaluó un posible efecto 
de sinergia con antibiótico. 

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Síntesis de nanocápsulas de quitosano cargadas con TFD 

Debido al carácter aniónico de los TFDs, la capa polimérica de las NCs desarrolladas en 
esta tesis resulta muy adecuada para atrapar este ácido nucleico gracias a las 
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interacciones electrostáticas y a los puentes de hidrógeno que se pueden establecer 
entre los grupos fosfato del TFD y los grupos amino del quitosano. 

La incorporación del TFD en el nanotransportador de quitosano requirió una 
modificación apropiada del procedimiento de síntesis de NCs detallado en el capítulo 2 
de esta tesis y que se resume brevemente aquí [25]. El núcleo interior de las NCs se 
formó mediante nanoemulsión siguiendo el procedimiento habitual (ver capítulo 2). 
Sobre esta nanoemulsión se añadió una mezcla de quitosano y TFD, previamente 
preparada, para obtener la cubierta estabilizadora de las NCs, en la que se deseaba el 
atrapamiento de la molécula de ácido nucleico. La suspensión se añadió a una solución 
de sulfato de sodio para la formación de la estructura de hidrogel mediante gelificación 
iónica del quitosano adsorbido sobre los núcleos de nanoemulsión. De esta manera, y a 
diferencia de otros trabajos donde el TFD es adsorbido sobre la superficie del 
nanotransportador previamente sintetizado [12,13,24,26], en nuestro caso el TFD es 
atrapado en el hidrogel de quitosano durante la formación de las propias NCs. Marín-
Menéndez y colaboradores observaron que el TFD adsorbido sobre su 
nanotransportador era degradado por la enzima DNAsa I en tan sólo una hora [9]. En 
comparación con los 15 minutos que tardaba en degradarse el TFD en ausencia de 
nanotransportador, su incorporación en el nanotransportador aumentaba su protección 
durante más tiempo, pero una hora sigue siendo un tiempo de protección muy limitado 
para una posible aplicación in vivo. Comparado con la adsorción, el atrapamiento del 
TFD dentro de la matriz polimérica de quitosano puede mejorar su protección frente a 
la degradación en medios biológicos al evitar que quede expuesto en la superficie. 

2.2. Determinación de la eficiencia de encapsulación y carga de TFD 

Una vez sintetizadas las NCs cargadas de TFD, se buscó un método de análisis 
apropiado para cuantificar el TFD atrapado en las NCs. En primer lugar, se investigaron 
métodos indirectos basados en la cuantificación del TFD no atrapado durante el proceso 
de síntesis de las NCs. Para ello, se trató de cuantificar la cantidad de TFD perdida en los 
sobrenadantes tras las centrifugaciones para sustraerla de la cantidad añadida 
inicialmente y estimar así la cantidad atrapada. La espectrofotometría UV es un método 
ampliamente utilizado para la cuantificación de los ácidos nucleicos debido a su 
característica absorbancia a 260 nm, aunque tiene desventajas como una limitada 
sensibilidad o que puede verse sesgado por la presencia de contaminantes [27,28]. De 
hecho, algunos reactivos presentes en los sobrenadantes, principalmente los 
surfactantes, exhibían absorbancia en el mismo rango que el TFD, lo que impidió la 
cuantificación del TFD mediante espectrofotometría UV.  

También fue problemática la cuantificación mediante espectrometría de fluorescencia 
utilizando un intercalante de DNA (naranja de acridina), ya que los surfactantes 
interferían con la fluorescencia del propio intercalante. Para superar este problema, con 
el objetivo de separar los surfactantes del sobrenadante y purificar el TFD, se utilizaron 
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columnas de exclusión molecular de sefarosa especiales para la purificación de 
oligonucleótidos. Desafortunadamente, este método no permitió eliminar 
completamente los surfactantes.  

Finalmente, se consiguió separar los surfactantes del TFD mediante electroforesis en 
gel de agarosa teñido con el intercalante GelRed®. Sin embargo, no se detectó TFD en 
los sobrenadantes, ni siquiera tras concentrarlos 10 veces mediante evaporación o 
liofilización, lo que a priori conduciría a pensar que el 100 % del TFD se encontraba 
atrapado en las NCs. No obstante, hay que tener en cuenta que los métodos de análisis 
indirectos pueden dar lugar a una sobreestimación de la carga de TFD, por ejemplo, si el 
TFD no se detecta porque se ha degradado o desnaturalizado o por falta de sensibilidad 
de la técnica de detección.  

Por ello, finalmente se aplicó un método directo para cuantificar el TFD que se 
encontraba realmente atrapado en las NCs mediante electroforesis en gel de agarosa 
teñido con GelRed® y posterior cuantificación de la intensidad de fluorescencia de las 
bandas analizando la intensidad de los píxeles de la imagen del gel con el software 
ImageJ (Figura 2). De entre todos los métodos explorados, este era el que mejor 
resultado proporcionaba debido a las características de este tipo de nanotransportador. 
Aun así, los métodos de cuantificación basados en electroforesis seguida de análisis de 
imagen tienen algunas limitaciones en su reproducibilidad y precisión [29], por lo que 
los resultados obtenidos mediante el método desarrollado deben considerarse una 
estimación. Las NCs con el TFD atrapado (TFD-NCs) fueron cargadas en el gel a una 
dilución adecuada sin tratamiento previo y se llevó a cabo la electroforesis para separar 
el TFD de las NCs. El pH alcalino del tampón de electroforesis (pH 8.5) en este caso 
favorece la desprotonación de los grupos amino del quitosano y, por lo tanto, la 
liberación del oligonucleótido atrapado, debido a la disminución de las fuerzas 
electrostáticas que lo retienen [30]. La Figura 2 muestra imágenes obtenidas en un 
transiluminador de los geles de agarosa, tras la electroforesis, para la cuantificación del 
TFD. 
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Figura 2. Cuantificación del TFD atrapado en las NCs de quitosano (TFD-NCs) mediante electroforesis en 
gel de agarosa. A) Adición de 50 µg TFD. 1, NCs vacías; 2-7, calibrado de TFD libre; 8, nada; 9-12, TFD-
NCs diluidas 1:2; 13, filtrado de TFD-NCs. B) Adición de 100 µg TFD. 1-4, calibrado de TFD libre; 5-6, NCs 
vacías; 7-9, TFD-NCs diluidas 1:5; 10-12, TFD-NCs diluidas 1:10; 13, filtrado de TFD-NCs. C) Adición de 
200 µg TFD. 1, NCs vacías; 2-7, calibrado de TFD libre; 8-11, TFD-NCs diluidas 1:8; 12, filtrado de TFD-
NCs. 

El TFD libre se cargó también en el gel para obtener la banda de referencia. Con el fin 
de obtener una curva de calibrado para interpolar la intensidad de fluorescencia de la 
banda de TFD, se incluyeron varias cantidades de TFD libre en cada gel. La obtención de 
esta recta de calibrado en cada gel permitió mejorar la precisión de la cuantificación, en 
comparación con el método utilizado en algunas publicaciones donde únicamente se 
carga una cantidad de TFD libre que se toma como 100 % [9,31]. 

En los carriles correspondiente a las NCs cargadas con TFD aparece una banda a la 
altura del TFD, lo que significa que el TFD atrapado ha sido liberado de las NCs.  

La idoneidad de este método para este tipo de nanotransportador se basa en la 
evidencia de que se logró una separación adecuada entre el TFD y las NCs. La ligera 
fluorescencia residual detectada en los pocillos correspondía a las NCs, que quedaron 
retenidas allí debido a su tamaño y no migraron a través de los poros del gel. Para 
confirmar que todo el TFD había migrado a través del gel y no estaba parcialmente 
retenido por las NCs en los pocillos, se utilizaron como control negativo NCs vacías a la 
misma concentración que las cargadas de TFD. De esta forma, se podía comparar 
directamente la intensidad de fluorescencia residual en los pocillos con TFD-NCs con la 
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del pocillo de NCs vacías. Una mayor intensidad de los pocillos con TFD-NCs hubiera 
indicado que algunas moléculas de TFD no habrían conseguido liberarse de las NCs y que 
se habrían quedado retenidas en el pocillo. Sin embargo, las TFD-NCs y las NCs vacías 
mostraron una intensidad de fluorescencia similar en los pocillos, demostrando que esta 
fluorescencia estaba relacionada únicamente con el nanotransportador y no con el TFD. 
Esto permitió concluir que todo el TFD había sido liberado durante la electroforesis y no 
se estaba subestimando su cuantificación o, al menos, que si quedaba cierta cantidad 
de TFD retenida en los pocillos junto a las NCs ésta podía considerarse despreciable.  

Como control para verificar que el TFD estaba retenido establemente en las NCs y sólo 
era liberado durante la electroforesis, también se cargó en el gel una suspensión de las 
TFD-NCs (en su medio acuoso inicial) filtrada con un filtro de 0.2 µm capaz de retener 
las NCs y dejar pasar sólo las posibles moléculas de TFD que estuvieran libres. La 
ausencia de banda correspondiente al TFD libre en este control confirmó que todas las 
moléculas de TFD en la muestra estaban asociadas al nanotransportador y no existían 
como moléculas libres en la suspensión, corroborando la estabilidad de la carga de TFD 
en las NCs. 

Dado que estas NCs de quitosano han sido concebidas como nanotransportadores de 
fármacos, la eficiencia de encapsulación (EE, porcentaje de fármaco atrapado respecto 
a la cantidad inicialmente añadida) y la carga final de fármaco (DL, porcentaje de 
fármaco encapsulado respecto al peso del material final obtenido) son factores 
importantes que deben optimizarse en vistas a la aplicación biomédica de los 
nanotransportadores desarrollados [32]. De hecho, estos factores se utilizan 
frecuentemente para evaluar la calidad, utilidad y efectividad de los 
nanotransportadores [33]. Un alto valor de EE es importante para que el proceso de 
fabricación sea rentable, mientras que un alto valor de DL permite transportar una 
mayor cantidad de fármaco utilizando una menor cantidad de nanotransportador, y así 
alcanzar más fácilmente las concentraciones terapéuticas disminuyendo los posibles 
efectos tóxicos del nanotransportador. 

La EE y el DL fueron optimizados aumentando la cantidad de TFD inicialmente añadida 
a la síntesis (Figura 2 y Figura 3). Los valores numéricos de la EE y el DL se detallan en la 
Tabla 1, así como los valores de potencial zeta de las TFD-NCs obtenidas.  

Tabla 1. Caracterización físico-química de las TFD-NCs obtenidos al añadir 50, 100 o 200 µg de TFD. Los 
errores de la tabla corresponden a la desviación estándar de varios pocillos del gel cargados con la 
misma muestra, en el caso de la eficiencia de encapsulación (EE) y la carga de TFD (DL), o a la desviación 
estándar de varias medidas (runs), en el caso del potencial zeta.  

TFD inicial, µg EE, % DL, % Potencial zeta, mV 
50 42 ±4 0.071 ±0.007 +17.5 ±0.3 

100 44 ±5 0.138 ±0.016 -11.3 ±0.9 
200 24 ±6 0.190 ±0.049 -16.1 ±1.4 
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Figura 3. Eficiencia de encapsulación (EE) y carga de TFD (DL) obtenidos al añadir 50, 100 o 200 µg de 
TFD durante la síntesis de las NCs. Los datos representados corresponden a la media y desviación 
estándar de las muestras cargadas por cuadriplicado en el gel. 

La Tabla 1 muestra los datos de caracterización de las NCs obtenidas tras la adición de 
50, 100 o 200 µg de TFD y en la Figura 3 se representa la variación de EE y DL en función 
de la cantidad inicial añadida de TFD. La adición de 50 μg de TFD dio como resultado un 
DL del 0.071 % y una EE del 42 %. Al duplicar la cantidad de TFD a 100 μg, el DL se duplicó 
mientras que la EE fue similar. Sin embargo, al continuar duplicando la cantidad de TFD 
a 200 μg, el DL estuvo lejos de ser duplicado y la EE disminuyó.  

La variación obtenida en el potencial zeta concuerda con la del DL, mostrando una 
pronunciada disminución al pasar de 50 a 100 µg de TFD y una menor disminución al 
pasar de 100 a 200 µg. Esto podría significar que al añadir 200 μg de TFD a la síntesis se 
estaba alcanzando la saturación del sistema y el nanotransportador no era capaz de 
atrapar tal cantidad de TFD tan eficientemente. En vista de estos resultados, las NCs 
sintetizadas mediante la adición de 100 μg TFD fueron elegidas como las mejores 
candidatas para los estudios adicionales de este capítulo, ya que presentaron un alto 
valor de DL sin comprometer la EE. 

2.3. Estabilidad de las NCs cargadas con TFD en medios biológicos 

Tras la síntesis de las nanocápsulas cargadas de TFD y antes de la evaluación de su 
actividad antibacteriana, sus propiedades físico-químicas se caracterizaron analizando 
su diámetro hidrodinámico, polidispersidad y potencial zeta al ser incubadas en 
diferentes medios biológicos durante un período de 72 h. El objetivo era predecir el 
comportamiento de las TFD-NCs en condiciones fisiológicas, ya que es bien sabido que 
las propiedades físico-químicas de las nanopartículas pueden dictar las interacciones y 
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respuestas biológicas [34]. Por ejemplo, la agregación de las nanopartículas puede 
alterar su toxicidad e internalización en las células bacterianas, ya que afecta al número 
de partículas libres en suspensión y a la superficie total disponible para interaccionar 
con las células [35]. 

Para el estudio de la estabilidad de las TFD-NCs se utilizaron tres medios diferentes: 
agua MilliQ, tampón fosfato salino (PBS) y medio de cultivo Mueller Hinton II (MHII). Se 
eligió el agua como control por ser el medio de almacenamiento de las NCs de quitosano. 
El PBS es una solución salina tamponada isotónica comúnmente utilizada para la 
inyección intravenosa. El MHII es el medio que se ha utilizado para realizar los ensayos 
de susceptibilidad al TFD y a antibióticos con cepas de Staphylococcus aureus. 

Los datos referentes al tamaño de las TFD-NCs en función del tiempo de incubación en 
diferentes medios se muestran en la Figura 4. 

 
Figura 4. Tamaño de las NCs cargadas con TFD (TFD-NCs) en diferentes medios. Las TFD-NCs fueron 
incubadas en agua, PBS y medio de cultivo MHII durante 0, 24 o 72 h y su diámetro hidrodinámico medio 
fue determinado mediante DLS. 

Las TFD-NCs a tiempo cero en agua presentaban un diámetro hidrodinámico medio de 
372.5 nm y éste no cambió de forma relevante al poner las NCs en contacto con PBS o 
MHII. Después de 72 h, las TFD-NCs en agua mantenían un diámetro medio similar, 
demostrando la elevada estabilidad coloidal en este medio, pero las TFD-NCs incubadas 
en PBS y MHII mostraron una marcada disminución de su tamaño, con diámetros medios 
de 250 nm. Esta disminución podría ser debida a un efecto de estabilización causado por 
los componentes del medio, que consistiría en cierta desagregación tras la interacción 
con iones y proteínas y que conduciría a una disminución general del diámetro 
hidrodinámico medio. Rohiwal y colaboradores también observaron disminuciones en 
el tamaño de sus nanopartículas de BSA en medio salino y medio de cultivo y las 
relacionaron con una disminución de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas 
entre las nanopartículas y con procesos de adsorción y desorción de los componentes 
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del medio [36]. Además, en otros trabajos demostraron que la adición de proteínas al 
medio de cultivo disminuía la agregación debido a la repulsión electrostérica que se 
generaba entre las nanopartículas al adsorberse las proteínas sobre su superficie 
[34,35]. La estabilidad de las TFD-NCs después de los tiempos de incubación evaluados 
resultó ser adecuada para la realización de los ensayos de actividad antibacteriana, 
donde el tiempo de incubación en el medio de cultivo bacteriano es de 20 h. 

Al examinar los cambios en el potencial zeta, los resultados evidenciaron un 
comportamiento distinto en agua y en los medios biológicos (Figura 5). 

 
Figura 5. Análisis del potencial zeta de las NCs cargadas con TFD (TFD-NCs) tras ser incubadas en agua, 
PBS y medio de cultivo MHII durante 0, 24 o 72 h. 

Concretamente, las nanocápsulas dispersas en agua presentaron un potencial zeta 
ligeramente negativo (alrededor de -10 mV) durante la incubación de 72 horas, mientras 
que el potencial zeta de las nanocápsulas en los medios biológicos se encontraba en 
torno a -40 mV en MHII y -60 mV en PBS. El mayor pH de los medios fisiológicos (pH 7.4) 
favorece la desprotonación de los grupos amino del quitosano (pKa 6-6.5) [37], lo que 
influye en la disminución del potencial zeta. Este cambio en el valor del potencial zeta 
va también acorde con la elevada fuerza iónica de los medios biológicos probados en 
comparación con el agua. Cuando las nanopartículas se añaden a un medio complejo, el 
potencial zeta está influido no sólo por la carga de la superficie de la partícula, sino 
también por el medio que la rodea [34]. Algunos iones y proteínas presentes en estos 
medios, como los iones fosfato del PBS, podrían estar interaccionando con la superficie 
de las NCs, dando lugar a un potencial zeta más negativo que el observado en agua. El 
potencial zeta permaneció estable durante las 72 horas de incubación en los tres 
medios.  

En conjunto, estos resultados confirmaron la interacción de los componentes de los 
medios biológicos con la superficie de las NCs, lo que ocasiona un impacto importante 
en el tamaño y la carga superficial de las nanopartículas. El efecto de esta interacción 
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fue inmediato e invariable en el tiempo en el caso del potencial zeta, mientras que el 
tamaño mostró una disminución dependiente del tiempo de incubación tanto en PBS 
como en medio de cultivo. 

2.4. Actividad in vitro de las TFD-NCs contra S. aureus 

Los ensayos con bacterias fueron llevados a cabo por la Dra. Ainhoa Lucía Quintana en 
el Departamento de Microbiología de la Universidad de Zaragoza, como parte de una 
colaboración con el grupo de José Antonio Aínsa Claver dentro del proyecto europeo 
NAREB. La doctoranda aprendió a realizar los ensayos de susceptibilidad a fármacos 
junto a la Dra. Ainhoa Lucía Quintana. 

Para determinar la capacidad antimicrobiana de las TFD-NCs, se utilizó la cepa de S. 
aureus sensible a la meticilina de referencia CECT794, indicada en la guía CLSI como 
estándar para ensayos de susceptibilidad a fármacos. 

Las bacterias fueron incubadas con las NCs cargadas de TFD y con TFD libre durante 
24 h a concentraciones de TFD de 0.5-250 nM y se analizaron los cambios en su 
crecimiento tras la adición de resazurina. La resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 
10-óxido) tiene color azul, pero pasa a ser rosa cuando se reduce a resorufina (7-hidroxi-
3H-fenoxazin-3-ona) durante la respiración aeróbica de células metabólicamente 
activas, por lo que es comúnmente utilizada como indicador de viabilidad celular en 
ensayos microbiológicos. Los resultados se analizaron cualitativamente de forma visual, 
monitorizando un cambio de color de azul a rosa cuando había crecimiento bacteriano. 
La concentración mínima inhibitoria (MIC) se consideró como la concentración más baja 
de antimicrobiano capaz de prevenir el crecimiento (y como resultado el cambio de 
color).  

En primer lugar, se determinó la MIC de 4 lotes de NCs vacías (>1 mg/mL) y la 
concentración de nanotransportador en los posteriores ensayos con las TFD-NCs se 
mantuvo por debajo de este límite, ya que de lo contrario el efecto antibacteriano no 
sería específico del TFD.  

Las TFD-NCs no provocaron ninguna alteración en el crecimiento de las bacterias a 
ninguna de las concentraciones testadas, pero hay que remarcar que el TFD libre 
tampoco mostró actividad antimicrobiana por sí solo, a diferencia de otros inhibidores 
de WalR descritos en literatura [16]. Es posible que el TFD estuviera ejerciendo su 
actividad biológica pero que ésta fuera insuficiente para eliminar las bacterias por sí sola, 
quizás porque no consigue secuestrar de forma eficaz al factor de transcripción WalR o 
porque la bacteria encuentra un mecanismo biológico alternativo para suplir la 
inactividad de WalR. No obstante, aunque este TFD no provocara la muerte directa de 
las bacterias sí que podía estar debilitando su pared celular, y esta hipótesis podía ser 
demostrada y aprovechada combinando la acción del TFD con la de un antibiótico que 
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también atacara la pared celular, como la vancomicina, para evaluar si el TFD era capaz 
de mejorar la eficacia del antibiótico mediante un efecto sinérgico.  

Aprobada por primera vez en 1958 por la FDA, la vancomicina es un antibiótico eficaz 
contra las infecciones bacterianas Gram-positivas a través de la inhibición de la síntesis 
de la pared celular bacteriana [38]. Aunque la vancomicina se ha utilizado durante más 
de 60 años, sigue siendo el tratamiento estándar para las infecciones causadas por 
MRSA, con los peligros obvios que conlleva esta excesiva dependencia y que ahora se 
están haciendo evidentes [39]. Concretamente, se han publicado informes describiendo 
fallos clínicos durante el tratamiento con vancomicina debido a la aparición de cepas de 
S. aureus con menor susceptibilidad a la vancomicina [40–43]. La combinación de TFD 
con vancomicina podría ser una estrategia prometedora para incrementar la 
susceptibilidad de S. aureus a este antibiótico. 

Se probaron simultáneamente el TFD (incorporado en las NCs o libre) y la vancomicina 
en un ensayo de sinergia y se estudiaron los cambios en la concentración mínima 
inhibitoria (MIC) de la vancomicina. Como control se incluyeron también NCs vacías a la 
misma concentración de nanotransportador que en las TFD-NCs para comprobar que el 
nanotransportador no provocara toxicidad en las bacterias. Los primeros ensayos de 
sinergia se realizaron utilizando la metodología de microdilución por tablero de ajedrez 
(Checkerboard), y después se seleccionaron dos concentraciones representativas de TFD 
para el resto de experimentos: 125 nM y 8 nM. Esto permitió usar un número reducido 
de muestras y, en consecuencia, disminuir el gasto de TFDs. Estas dos concentraciones 
de TFD-NCs se probaron en combinación con diluciones seriadas de vancomicina de 2.5 
a 0.16 μg/mL. Desafortunadamente, el valor MIC de la vancomicina se mantuvo 
constante en todos los casos (0.6 µg/mL), indicando que no se estaba produciendo el 
efecto de sinergia esperado, ni con el TFD libre ni con el TFD cargado en el 
nanotransportador.  

Aunque es una tecnología prometedora, la terapia basada en oligonucleótidos como 
los TFDs todavía se enfrenta a obstáculos importantes como la baja eficacia [26]. De 
hecho, la eficacia demostrada en modelos in vitro e in vivo requiere de concentraciones 
relativamente altas y repetidas dosis, lo que dificulta su aplicación clínica [24,44]. Como 
reportan Hecker y colaboradores, los dos únicos sistemas terapéuticos basados en TFD 
que han llegado en la última década a la fase 3 de ensayos clínicos han fracasado debido 
a la falta de eficacia clínica [10]. En nuestro caso, es posible que la falta de eficacia se 
debiera a que las concentraciones de TFD alcanzadas no fueran suficientes para 
demostrar su efecto antimicrobiano. 

3. CONCLUSIONES 

En este capítulo las NCs de quitosano han sido cargadas con TFD mediante su 
incorporación en la cubierta de quitosano. Se ha desarrollado un método para 
cuantificar la cantidad de TFD incorporada al nanotransportador, que incluye la 
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verificación de que el TFD es retenido de forma estable por las NCs. Aumentando la 
cantidad de TFD añadida inicialmente a la síntesis se ha optimizado la carga de TFD hasta 
alcanzar la saturación del nanotransportador, con el fin de maximizar su efecto 
terapéutico. El análisis de las propiedades físico-químicas de las TFD-NCs incubadas en 
medios biológicos reveló que la interacción con los componentes del medio produce un 
impacto importante en la superficie de las NCs, pero su estabilidad coloidal demostró 
ser satisfactoria para efectuar los ensayos de actividad antibacteriana. 

Desafortunadamente, ni el TFD libre ni las TFD-NCs lograron inhibir el crecimiento de 
bacterias S. aureus, ni tampoco mejoraron la eficacia de la vancomicina mediante un 
efecto sinérgico. Teniendo en cuenta que la baja eficacia es una de las principales 
limitaciones de la terapia basada en oligonucleótidos, posiblemente la ausencia de 
actividad antimicrobiana del TFD se deba a que las concentraciones alcanzadas son 
insuficientes para lograr una eficacia adecuada.  

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Materiales 

Los materiales utilizados en este capítulo para la síntesis de las NCs fueron descritos 
previamente en el capítulo 2. La agarosa y el tampón fosfato salino (PBS) se adquirieron 
en Lonza. El tampón TBE UltraPureTM 10X se compró a Invitrogen y la resazurina 
(resazurin sodium salt) a Sigma. El intercalante GelRed® (Gelred Nucleic Acid Gel Stain, 
10000X) fue adquirido en Biotium. 

El TFD WalR fue fabricado y purificado por HPLC en AxoLabs (Kulmbach). Con un peso 
molecular de 12902 Da, consiste en 40 nucleótidos formando la siguiente secuencia: 
5'-TGTAATGACAATGTAATGTTTTCATTACATTGTCATTACA-3'. Contiene los dos hexámeros 
TGTAAT separados por cinco nucleótidos, secuencia que es específica de los sitios de 
unión del factor de transcripción WalR al promotor lytM de S. aureus [15]. Al tratarse de 
una secuencia palindrómica, ésta se pliega para formar una horquilla de doble hebra con 
un bucle o “loop”. Los nucleótidos fueron resuspendidos en agua MilliQ a una 
concentración de trabajo de 1 mg/mL. 

4.2. Nanocápsulas de quitosano cargadas de TFD 

Para la preparación de las nanocápsulas de quitosano, se siguió el procedimiento 
general descrito en detalle en el capítulo 2, el cual se basa en la formación de un núcleo 
de nanoemulsión recubierto por una capa de quitosano. El TFD fue atrapado en el 
recubrimiento de quitosano durante el proceso de formación de las NCs.  

El primer paso de la síntesis de nanocápsulas es idéntico al procedimiento general 
(capítulo 2). Después de la formación de la nanoemulsión, a esta se añadieron 0.5 mL de 
una solución de quitosano 5 mg/mL, que contenía la cantidad deseada de TFD (50, 100 
o 200 μg de la solución de TFD a 1 mg/mL). La mezcla se dejó 15 minutos más bajo 



Capítulo 4 

130 
 

agitación y finalmente fue añadida sobre 15 mL de Na2SO4 50 mM para la gelificación 
ionotrópica del recubrimiento polimérico. Como en el caso de las nanocápsulas sin TFD, 
el sólido fue separado por ultracentrifugación (30 min, 69673 G, 10 °C), lavado con 10 
mL de agua MilliQ, centrifugado nuevamente y resuspendido en agua. La concentración 
de las nanocápsulas en suspensión acuosa se determinó midiendo el peso de la muestra 
tras ser liofilizada.  

Las nanocápsulas estériles fueron preparadas en una campana de flujo laminar vertical 
y todos los reactivos y materiales utilizados habían sido previamente esterilizados 
mediante irradiación UV, lavado con etanol al 70 %, filtración a través de filtros PVDF de 
0.22 μm (Millex® Millipore®) o tratamiento térmico en seco (180 °C). 

4.3. Determinación de la eficiencia de encapsulación y carga de TFD 

La eficiencia de encapsulación (EE) se entiende aquí como el porcentaje de TFD 
atrapado respecto a la cantidad añadida inicialmente para la preparación de los 
nanotransportadores. La carga de fármaco (DL) se entiende como el porcentaje de la 
relación entre el peso de TFD atrapado por peso del nanotransportador.  

Para determinar la EE y el DL se realizaron pruebas iniciales utilizando columnas 
illustra™ NAP™ Columns, NAP-5 (GE Healthcare) para purificar el TFD, siguiendo el 
protocolo indicado por la casa comercial. Las muestras se analizaron mediante 
espectrometría de fluorescencia añadiendo el intercalante Acridine Orange 
Hydrochloride hydrate (Sigma) a una concentración final de 0.05 µg/mL.  

El método seleccionado definitivamente para cuantificar la EE y el DL fue la 
electroforesis en gel de agarosa con tinción de GelRed® y posterior estimación de la 
intensidad de la fluorescencia. Las muestras se cargaron en el gel a una dilución 
adecuada después de mezclarlas con el tampón de carga glicerol:TBE 25 % en una 
proporción de volumen de 10:3 (muestra:tampón de carga). Con el fin de obtener una 
curva de calibrado para interpolar la intensidad de la fluorescencia de la banda de TFD, 
se incluyeron varias cantidades de TFD libre en cada gel. Además, como controles se 
cargaron NCs vacías a la misma concentración que las TFD-NCs y también la solución 
recogida tras filtrar las nanocápsulas cargadas de TFD con una unidad de filtración 
Millex-GV (membrana de PVDF, poro de 0.22 µm y diámetro de 13 mm) para separar las 
posibles moléculas de TFD libre de las NCs retenidas en el filtro. La electroforesis se llevó 
a cabo durante 20 min a 90 V utilizando geles de agarosa al 1 % y tampón TBE 0.5X pH 
8.5. Después se adquirió una imagen del gel utilizando un transiluminador Gene Genius 
Bio Imaging System (Syngene) y con el software ImageJ se midió la intensidad de la 
fluorescencia de la banda de TFD que migró a través del gel.  
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4.4. Estabilidad de las NCs cargadas con TFD en medios biológicos 

La caracterización del material obtenido se realizó mediante análisis de dispersión 
dinámica de luz (DLS) con un instrumento DLS Brookhaven 90Plus a una concentración 
de nanocápsulas de 0.15 mg/mL. El análisis del potencial zeta se llevó a cabo utilizando 
un analizador Plus Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation). En este 
caso se midieron nanocápsulas a una concentración de 5 µg/mL en KCl 1mM. 

La estabilidad de las nanocápsulas cargadas de TFD frente a la agregación en diferentes 
medios de interés biológico fue determinada mediante análisis de DLS y potencial zeta 
como se acaba de explicar. Las NCs cargadas con TFD se incubaron previamente a 2 
mg/mL y 37 °C en tampón fosfato salino (PBS), medio de cultivo de bacterias Mueller-
Hinton II (MHII) y agua pura para la comparación. Se midieron en términos de tamaño 
(DLS) y potencial zeta inmediatamente después de entrar en contacto con el medio y 
después de 24 y 72 h de incubación.  

4.5. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

La cepa de referencia de Staphylococcus aureus CECT-794 (S. aureus sensible a la 
meticilina, ATCC 29213) fue comprada a la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) y 
conservada en caldo de soja de tripticasa BBL en stocks de glicerol al 15-17 % a -80 ˚C. 
Para cada experimento, las bacterias se transfirieron desde el caldo congelado a una 
placa de Agar Columbia con 5 % de sangre de oveja (BD), incubada durante la noche, y 
una colonia de esa placa fue transferida a 5 mL de caldo de soja de tripticasa BBL, luego 
incubada 20 h a 37 ˚C y utilizado como pre-inóculo para los experimentos. 

Los ensayos MIC se realizaron con caldo BBL Mueller Hinton II con ajuste de cationes 
según lo recomendado por los estándares CLSI para pruebas de susceptibilidad a los 
antimicrobianos. 

4.6. Actividad in vitro de las TFD-NCs y la vancomicina contra S. aureus 

Los efectos antimicrobianos de la vancomicina y las TFD-NCs se probaron por separado 
y en combinación mediante un ensayo en placa de 96 pocillos como el descrito 
anteriormente por Palomino et al. y Ramon-García et al. [45,46]. La prueba de sinergia 
en tablero de ajedrez (Checkerboard) se utilizó para estudiar la interacción entre la 
vancomicina y las TFD-NCs contra S. aureus. Brevemente, antes de la adición de las 
bacterias, se pipetearon diluciones seriadas de vancomicina en los pocillos a lo largo del 
eje vertical y diluciones seriadas de TFD-NCs en los pocillos a lo largo del eje horizontal. 
Esto permitió testar el efecto antimicrobiano de la vancomicina y las TFD-NCs tanto 
separadas como combinadas. Concretamente, las TFD-NCs se probaron utilizando 
concentraciones de vancomicina entre 2.5 μg/mL y 0.04 μg/mL frente a concentraciones 
de TFD de 250-0.5 nM. Las bacterias se añadieron a una concentración final de 105 
ufc/mL, y las placas se incubaron durante 20 h a 37 ˚C. En este punto, la inhibición 
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bacteriana fue evaluada usando resazurina y registrando un cambio en el color de azul 
(sin crecimiento) a rosa (crecimiento bacteriano). La concentración más baja de 
antimicrobiano capaz de prevenir el crecimiento (y como resultado el cambio de color) 
se registró como la MIC. 

Después de los ensayos de sinergia en tableros de ajedrez, se seleccionaron dos 
concentraciones representativas de TFD para el resto de experimentos: 125 nM y 8 nM. 
Estas dos concentraciones de TFD-NCs se probaron en combinación con diluciones 
seriadas de vancomicina de 2.5 a 0.16 μg/mL. Cada una de estas concentraciones se 
testó por duplicado en 6 experimentos independientes. 
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 Capítulo 5 

Transporte de siRNA en NCs y evaluación in 
vitro del silenciamiento génico y la 

localización intracelular 

 

 
1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Mecanismo y retos del RNA de interferencia para silenciamiento 
génico 

La interferencia por RNA (RNAi) es un proceso biológico, altamente conservado desde 
el punto de vista evolutivo, que regula la expresión génica mediante el silenciamiento 
específico de genes a nivel postranscripcional, es decir, evitando la traducción a 
proteínas de sus tránscritos de RNA mensajero (mRNA) gracias a la interferencia de RNA 
de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en inglés). En 1998, Fire y Mello detectaron por 
primera vez una interferencia de RNA después de inyectar dsRNA exógeno en 
Caenorhabditis elegans [1]. Tres años más tarde, la tecnología RNAi se adaptó a las 
células de mamíferos [2]. Aunque la vía de interferencia del RNA puede ser 
desencadenada por diferentes dsRNA (microRNA (miRNA), RNA interferente pequeño 
(siRNA, conocido así por sus siglas en inglés), RNA en horquilla (shRNA) y RNA asociado 
a PIWI (piRNA)), la estructura más común utilizada en las formulaciones terapéuticas 
basadas en RNAi es el siRNA [3,4].  

El siRNA es un dsRNA de aproximadamente 21-23 pares de bases de longitud, con 2 
nucleótidos que sobresalen de forma característica en ambos extremos 3' y con una 
secuencia totalmente complementaria al mRNA diana [5]. El término siRNA en 
organismos superiores es ahora comúnmente reservado para el dsRNA sintetizado 
exógenamente [4]. Sin embargo, su origen puede ser endógeno (entonces denominado 
endo-siRNA) [6,7], cuando se sintetiza en el núcleo celular y posteriormente se transloca 
al citoplasma, o exógeno, cuando se sintetiza fuera de la célula diana y se introduce en 
el citoplasma [8,9]. Una vez en el citoplasma, el siRNA participa en la formación de un 
complejo multiproteico, el complejo silenciador inducido por el RNA (en inglés RISC, 
RNA-induced silencing complex), responsable de la degradación de la hebra pasajera (es 
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decir, la hebra sentido) y de la incorporación de la hebra guía (es decir, la hebra 
antisentido). Esta hebra es utilizada como guía para reconocer y cortar el mRNA 
complementario, impidiendo la síntesis de la proteína codificada para así silenciar 
selectivamente su expresión génica [10,11]. La Figura 1 ilustra el mecanismo del RNA de 
interferencia mediado por siRNA. 

 
Figura 1. Mecanismo del RNA de interferencia mediado por siRNA. 

Aparte de ser una tecnología útil para el estudio funcional de genes y proteínas, el 
siRNA sintético ha atraído mucha atención como herramienta terapéutica prometedora 
[12]. Puede diseñarse y adaptarse fácilmente para el silenciamiento eficaz y específico 
de, teóricamente, cualquier gen diana. La alta especificidad puede incluso permitir la 
selección de los alelos específicos de la enfermedad que difieren del alelo normal en 
sólo una o pocas sustituciones de nucleótidos. Muchas terapias basadas en siRNA están 
en desarrollo para el tratamiento de enfermedades que van desde infecciones virales 
hasta enfermedades genéticas y cáncer. [13]  

Sin embargo, el éxito terapéutico de las formulaciones basadas en siRNA se ha visto 
obstaculizado por los retos que implica la administración in vivo de siRNA. El siRNA es 
rápidamente degradado por las nucleasas endógenas e induce la respuesta inmune 
innata. La modificación química de la estructura del siRNA ha resultado ser una posible 
estrategia para prevenir tanto la vulnerabilidad a las enzimas como la inmunogenicidad, 
así como para reducir los efectos inespecíficos [14]. No obstante, hay otros problemas 
que tales modificaciones no pueden resolver: la rápida eliminación por los riñones 
después de la administración sistémica, debido al tamaño relativamente pequeño del 
siRNA (comparado con el tamaño efectivo de los poros glomerulares), y la incapacidad 
del siRNA para cruzar la membrana celular hidrofóbica, debido a su hidrofilicidad, carga 
negativa y peso molecular demasiado alto. El desarrollo de sistemas de transporte 
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seguros y eficaces que puedan proteger el siRNA y facilitar su transporte al citoplasma 
de las células diana puede ser decisivo para obtener una aplicación más exitosa de las 
terapias basadas en el siRNA [15].  

Un sistema de transporte ideal para la administración de siRNA debe reunir una serie 
de propiedades fundamentales. En primer lugar, debe ser capaz de unirse 
eficientemente al siRNA, para mantener su estabilidad en medios fisiológicos y para 
proporcionar protección contra la degradación enzimática. La asociación con un 
transportador también puede ayudar a evitar la eliminación del siRNA por el sistema 
fagocítico mononuclear (SFM), antes llamado sistema retículo-endotelial (SRE), y a 
mejorar su internalización en las células. Finalmente, el complejo transportador-siRNA 
debería ser capaz de escapar de los endolisosomas al citosol y producir una liberación 
sostenida de siRNA sin causar toxicidad o activar el sistema inmunológico [16]. En la 
Figura 2 se resumen esquemáticamente los problemas relacionados con la 
administración in vivo de siRNA y las soluciones que puede proporcionar el uso de 
sistemas de transporte. 

 
Figura 2. Problemas relacionados con la administración in vivo de siRNA y soluciones que puede 
proporcionar el uso de sistemas de transporte. 
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1.2. Nanotransportadores de siRNA basados en polisacáridos naturales: 
quitosano y xantano  

Los recientes avances en la ciencia de los biomateriales y la nanotecnología han 
llevado al desarrollo de nanomateriales no virales como una alternativa atractiva para 
la administración de siRNA. Los sistemas de administración basados en la 
nanotecnología ofrecen ventajas únicas, como la protección contra la degradación 
prematura y la mejora de la interacción con el entorno biológico. También ofrecen la 
posibilidad de mejorar la absorción en un tejido seleccionado, extender el tiempo de 
retención del siRNA y mejorar la internalización celular [17]. 

Las aproximaciones nanotecnológicas para la administración de siRNA incluyen una 
amplia variedad de nanotransportadores con distinta composición, incluyendo los 
inorgánicos, lipídicos y poliméricos [18]. Entre los nanotransportadores basados en 
polímeros, los que se obtienen utilizando polisacáridos naturales son especialmente 
prometedores ya que se consideran altamente biocompatibles, no inmunogénicos y 
biodegradables [11,19]. 

La utilidad de los polisacáridos para producir nanotransportadores para la 
administración efectiva de siRNA depende en gran medida de sus propiedades. Al mismo 
tiempo, sus propiedades funcionales también pueden ser optimizadas mediante 
modificaciones químicas [19,20]. En cuanto a la carga electrostática, los polisacáridos 
naturales pueden ser neutros (por ejemplo, celulosa, pululano, almidón, dextrano), 
negativos (por ejemplo, xantano, ácido hialurónico, alginato, sulfato de condroitina, 
pectina) o positivos (por ejemplo, quitosano).  

En este capítulo se han utilizado nanocápsulas basadas en dos polisacáridos naturales: 
quitosano y xantano. Además de las NCs recubiertas de quitosano que aparecen en los 
capítulos anteriores de esta tesis, en este capítulo se ha desarrollado una variante de 
NCs con una cubierta estabilizante de xantano en sustitución del quitosano. Estos dos 
polisacáridos presentan una carga electrostática diferente a pH fisiológico y esta 
propiedad de su estructura puede afectar en gran medida su uso para la administración 
de ácidos nucleicos. La Figura 3 representa las estructuras químicas del quitosano y del 
xantano. 
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Figura 3. Estructuras químicas del quitosano y del xantano. 

El hecho de ser un polisacárido natural con carga positiva ha llevado al uso extensivo 
del quitosano para la administración de ácidos nucleicos [21]. Una de sus principales 
ventajas es que su naturaleza catiónica mejora la interacción electrostática con el RNA 
cargado negativamente, favoreciendo la formación de policomplejos estables. En 
general, los nanotransportadores con carga positiva logran transfectar con mayor 
eficiencia los ácidos nucleicos. Esto puede explicarse por dos razones: en primer lugar, 
la fuerte interacción física con el ácido nucleico cargado negativamente lo protege de la 
degradación de la nucleasa; en segundo lugar, la carga positiva mejora la interacción del 
complejo con la superficie aniónica de las células [22]. Sin embargo, después de la 
internalización en las células, el desensamblado del complejo es necesario para permitir 
que el siRNA interactúe con componentes citosólicos como el RISC y llevar a cabo el 
silenciamiento del gen [23], y esto puede ser difícil cuando la interacción entre el 
polímero y el ácido nucleico es muy fuerte. Se necesita un equilibrio adecuado entre la 
protección y la liberación del siRNA para obtener una eficiencia de silenciamiento 
óptima [16].  

Los polisacáridos aniónicos, como el xantano, pueden permitir una liberación más fácil 
y proporcionar este equilibrio al interaccionar de forma más débil con el siRNA, pero al 
mismo tiempo las repulsiones electrostáticas pueden dificultar la carga de ácido 
nucleico en el nanotransportador. Aunque la mayoría de los nanotransportadores de 
siRNA incluyen algún componente catiónico para favorecer la carga de siRNA mediante 
atracción electrostática, algunos estudios demuestran que polisacáridos aniónicos como 
el ácido hialurónico son capaces de atrapar las moléculas de siRNA en la matriz de 
polisacárido al establecer puentes de hidrógeno e interacciones de Van der Waals con 
ellas, sin necesidad de incorporar un catión, y lograr eficiencias de silenciamiento de 
hasta el 60 % en el caso de transportadores basados en ácido hialurónico [24–26].  

El xantano (XN) es un polisacárido extracelular producido por la bacteria Xanthomonas 
campestris [27]. Está compuesto por una cadena principal de (1,4)-β-D-glucano con 
cadenas laterales de trisacáridos formados por manosa-(1,4)-β-ácido glucurónico-(1,2)-
β-manosa unidas a residuos de glucosa alternados en la cadena principal. La presencia 
de residuos de ácido acético y pirúvico en las cadenas laterales hace del XN un 
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polielectrolito aniónico. Desde hace más de 50 años, este polisacárido natural ha sido 
ampliamente utilizado en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, y está 
aprobado por la FDA para su aplicación en la industria alimentaria y farmacéutica desde 
1968 [28,29]. Por lo tanto, el XN se considera un candidato ideal para el desarrollo de 
sistemas de administración de fármacos, especialmente como estabilizador de 
emulsiones [30]. Aunque todavía no existen publicaciones sobre el uso de 
nanopartículas de XN para la administración de siRNA, Fernandez-Piñeiro y 
colaboradores demostraron recientemente en un estudio prometedor la capacidad de 
sus nanopartículas lipídicas recubiertas de xantano para transfectar con éxito plásmidos 
de DNA tanto in vitro como in vivo [27].  

En este capítulo se han utilizado las NCs recubiertas de quitosano descritas en el 
capítulo 2 para encapsular el siRNA y se ha optimizado el proceso mediante distintas 
estrategias. Además, las NCs recubiertas de quitosano han sido comparadas con NCs 
basadas en el mismo núcleo de nanoemulsión pero recubiertas de xantano para evaluar 
el efecto que ejerce la distinta naturaleza química y carga electrostática de cada 
polisacárido sobre la eficiencia de encapsulación del siRNA y su funcionalidad biológica. 
Para estudiar esto último, se ha seleccionado el gen de la proteína verde fluorescente 
(GFP, por sus siglas en inglés) como diana del silenciamiento génico y se han utilizado 
células HeLa modificadas genéticamente para expresar la proteína GFP (HeLa-GFP) 
como línea celular modelo. El gen de la GFP es una diana ampliamente utilizada en 
investigación para la optimización de la metodología durante las primeras etapas de 
desarrollo de un nuevo nanomaterial con aplicación en terapia génica debido a que es 
un modelo sencillo que permite detectar el silenciamiento utilizando técnicas basadas 
en fluorescencia, como la citometría de flujo. Además, se han utilizado las técnicas de 
Western Blot (o inmunoblot) y RT-qPCR (reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa con transcripción inversa) para verificar los resultados a nivel de expresión 
proteica y de mRNA, respectivamente, así como la microscopía confocal para realizar 
estudios de colocalización en distintos orgánulos subcelulares que han permitido 
conocer la distribución intracelular del siRNA.  

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Encapsulación de siRNA en NCs recubiertas de quitosano 

Las NCs fueron sintetizadas siguiendo el método estándar descrito en el capítulo 2, 
basado en una nanoemulsión seguida de un proceso de gelificación iónica, con algunas 
adaptaciones para cargar el siRNA en las NCs. Las NCs fueron cargadas con el siRNA 
durante el proceso de síntesis, obteniendo el siRNA incorporado en las NCs, con el fin 
de proporcionar una mayor protección al siRNA frente a la degradación en medios 
biológicos al evitar su exposición [23,31].  
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Para cargar el siRNA en las NCs durante la síntesis se siguieron dos estrategias 
diferentes para evaluar cual era la mejor: 1) adición del siRNA en la fase acuosa antes 
del proceso de formación de la nanoemulsión, pretendiendo que el siRNA quede 
encapsulado en la interfase entre el núcleo y la cubierta tras la adición del quitosano ó 
2) adición del siRNA en la fase de quitosano después de la nanoemulsión para la 
formación de la cubierta de las NCs con el siRNA atrapado entre las cadenas del 
polímero.  

En primer lugar, se demostró que era posible cargar el siRNA dentro de las NCs durante 
el proceso de síntesis, tanto mediante adición a la fase acuosa como al quitosano. Al 
tratarse de oligonucleótidos con características similares, la cuantificación del siRNA se 
llevó a cabo siguiendo el mismo método de análisis directo optimizado para la 
cuantificación de los TFDs y reportado en el capítulo 4.  Las NCs con el siRNA atrapado 
(siRNA-NCs) fueron cargadas en el gel de agarosa a una dilución adecuada sin 
tratamiento previo ya que el siRNA encapsulado se libera en el gel debido al pH básico 
del tampón de electroforesis (pH 8.5) [31]. Para cada gel, se representó una curva de 
calibrado con siRNA libre basada en las intensidades de fluorescencia correspondientes 
a las diferentes concentraciones de siRNA cargadas en el gel. La cuantificación del siRNA 
encapsulado se determinó interpolando la intensidad obtenida en la curva de calibrado. 
Además, para verificar que el siRNA encapsulado se libera en el gel [31] y no antes, se 
filtró una alícuota de las mismas siRNA-NCs con el objetivo de separar las NCs retenidas 
en el filtro del posible siRNA libre recogido en el filtrado. Para cada muestra, la 
suspensión filtrada se cargó en el gel y no se detectó fluorescencia a la altura del siRNA 
libre, lo que significa que en agua todo el siRNA está interaccionando con las NCs o que 
la cantidad eventualmente libre es despreciable.  

La Tabla 1 muestra la caracterización mediante potencial zeta de las muestras 
obtenidas con las dos estrategias, así como la carga de siRNA obtenida (DL, nmol de 
siRNA encapsulado respecto al peso del material final obtenido) y la eficiencia de 
encapsulación (EE, porcentaje de siRNA encapsulado respecto a la cantidad inicialmente 
añadida), determinadas mediante electroforesis en gel de agarosa. 

Tabla 1. Caracterización físico-química de las NCs cargadas de siRNA, en función de su encapsulación en 
la fase acuosa o en el quitosano. Los errores de la tabla corresponden a la desviación estándar de varios 
pocillos del gel cargados con la misma muestra, en el caso de la EE y el DL, o a la desviación estándar de 
varias medidas (runs), en el caso del potencial zeta.  

Estrategia de 
adición 

siRNA añadido, 
nmol 

EE,  
% 

DL,  
nmol/mg NC 

Potencial zeta, 
mV 

Fase acuosa 1 25 ±5 0.005 ±0.001 +28.8 ±1.2 

Quitosano 1 41 ±2 0.010 ±0.001 +16.8 ±1.0 
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En la Tabla 1 se puede apreciar que tanto la EE como la carga de siRNA resultó ser 
aproximadamente el doble cuando el siRNA se mezcló con el quitosano en vez de ser 
añadido a la fase acuosa. Es probable que las interacciones electrostáticas que el siRNA 
es capaz de establecer con el quitosano antes de su adición a la nanoemulsión 
favorezcan su atrapamiento en la nanocápsula. Además, la mayor carga de siRNA 
también se reflejó en la disminución del potencial zeta (+16.8 mV), con respecto a la 
muestra con el siRNA encapsulado en la fase acuosa (+28.8 mV). Raemdonck y 
colaboradores también observaron una clara dependencia del potencial zeta con la 
carga de siRNA en sus nanogeles catiónicos, registrando menores valores de potencial 
zeta conforme aumentaba la carga de siRNA [32]. En cuanto al tamaño, los diámetros 
hidrodinámicos medios de ambas muestras estaban comprendidos entre 175 y 200 nm. 
La mayor EE y carga de siRNA de la muestra con el siRNA atrapado en el hidrogel de 
quitosano demostró ser el método de carga más eficiente, por lo que se decidió 
continuar con esta estrategia de encapsulación a la hora de evaluar si era posible 
aumentar la carga de siRNA en las NCs. 

La carga o cantidad de fármaco que un nanotransportador es capaz de acarrear es un 
parámetro muy importante que hay que tratar de maximizar ya que cuanto mayor sea, 
menor es la cantidad de nanotransportador necesaria para alcanzar las concentraciones 
terapéuticas, por lo que se minimiza la posible toxicidad derivada del propio 
nanotransportador [33,34]. Además, se ha demostrado que un nanotransportador con 
una alta carga de fármaco es más efectivo que con una carga baja, incluso cuando se 
comparan a la misma concentración de fármaco, debido a que el número de 
nanopartículas que puede entrar en las células es limitado [33]. Con la finalidad de 
maximizar la carga de siRNA, se incrementó la cantidad de siRNA añadida a la solución 
de quitosano (de 1 a 25 y 125 nmol) y se comparó la carga de las NCs obtenidas. 

Tal y como se esperaba, al incrementar la cantidad de siRNA añadida durante la 
síntesis, aumentó la carga de las NCs. Se obtuvieron valores de DL de 0.63 nmol/mg NC 
tras la adición de 25 nmol siRNA y 1.88 nmol/mg NC tras la adición de 125 nmol siRNA. 
Estos valores indicaban que las NCs recubiertas de quitosano tenían mucha capacidad 
para incorporar grandes cantidades de siRNA. La EE se mantuvo en un rango de 40-55 %. 
A partir de 25 nmol de siRNA, el potencial zeta pasó a ser negativo (-4.04 mV tras añadir 
25 nmol siRNA y -14.66 mV tras añadir 125 nmol siRNA), probablemente debido a que 
el sistema estaba alcanzando la saturación y el siRNA podría estar quedando 
parcialmente expuesto en la superficie de las NCs.  

En comparación con las concentraciones utilizadas en otros trabajos para conseguir 
silenciamiento génico mediante nanotransportadores (10-200 nM) [35–37], la carga de 
siRNA conseguida tras la adición de 25 y 125 nmol permitía alcanzar concentraciones 
altas de siRNA in vitro (hasta 300 nM), utilizando concentraciones moderadas de NCs 
(inferiores a 150 µg/mL), por lo que se decidió seleccionar estas muestras para evaluar 
su efecto de silenciamiento génico en cultivos celulares. 
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2.2. Encapsulación de siRNA en NCs recubiertas de xantano 

La elevada capacidad de unión al siRNA del quitosano se debe a su naturaleza 
catiónica, que le otorga la ventaja de poder interaccionar electrostáticamente con el 
siRNA cargado negativamente. No obstante, esta ventaja puede convertirse en un 
impedimento si el nanotransportador no permite que el siRNA sea posteriormente 
liberado para ejercer su función biológica [38]. Para evaluar el efecto de la carga 
electrostática del polímero sobre la liberación del siRNA, se exploró también una nueva 
aproximación: sustituir el recubrimiento de quitosano de las NCs por un recubrimiento 
de xantano. Como se ha indicado en la introducción, el xantano es un polisacárido 
aniónico, por lo que no atrae electrostáticamente a las moléculas de siRNA, pero sí 
puede establecer puentes de hidrógeno e interacciones de Van der Waals con ellas, 
permitiendo su retención dentro de la matriz de polisacárido. Esta capacidad de unión 
de los polisacáridos aniónicos a los ácidos nucleicos ha sido demostrada en otros 
trabajos [25] y recientemente se ha reportado un silenciamiento génico del 60 % logrado 
por un nanotransportador de siRNA basado únicamente en ácido hialurónico [26]. 

Las NCs de xantano se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento que para las NCs 
de quitosano, con la excepción de que los núcleos de nanoemulsión fueron recubiertos 
por una capa de xantano. De la misma forma que se hizo con las NCs recubiertas de 
quitosano, el siRNA fue añadido a la solución de xantano antes de entrar en contacto 
con la nanoemulsión y las NCs obtenidas finalmente fueron lavadas mediante 
ultracentrifugación. La adición de 25 nmol de siRNA dio lugar a una carga de siRNA en 
las NCs de 0.06 nmol/mg NC y una EE del 7 %. La carga de siRNA es aproximadamente 
10 veces inferior a la obtenida tras la encapsulación de 25 nmol siRNA en las NCs 
recubiertas de quitosano, lo que concuerda con las diferencias supuestas inicialmente 
en la capacidad de unión del siRNA entre ambos polisacáridos.  

Posteriormente, la EE y la carga de siRNA se consiguieron optimizar modificando el 
método de lavado de las NCs durante la síntesis. Tras la ultracentrifugación, los pellets 
de NCs formados no eran compactos y parte del material se perdía en el sobrenadante. 
Esta diferencia con las NCs recubiertas de quitosano posiblemente fuera debida a la 
ausencia de sal en el caso de las NCs recubiertas de xantano, ya que ésta favorece la 
sedimentación de las nanopartículas poliméricas [39]. Por ello, la ultracentrifugación fue 
sustituida por filtración utilizando dispositivos de filtración por centrifugación. Con esta 
modificación del protocolo de síntesis, se obtuvieron EE y cargas de siRNA muy 
superiores (EE del 80-90 % y DL de 0.4-0.5 nmol/mg NC). En cuanto al tamaño y potencial 
de superficie de las NCs recubiertas de xantano cargadas con siRNA, el diámetro 
hidrodinámico medio fue de 196.5 nm y el potencial zeta de -44.8 mV. 

2.3. Evaluación del silenciamiento génico en células HeLa-GFP 

Los dos tipos de NCs cargadas con siRNA, recubiertas de quitosano o de xantano, 
fueron testadas in vitro para evaluar si el tipo de recubrimiento afectaba a su capacidad 
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para silenciar la expresión de la proteína GFP en células HeLa-GFP. Las células HeLa-GFP 
fueron adquiridas comercialmente y habían sido genéticamente modificadas para 
expresar constitutivamente la proteína GFP. Para analizar la expresión de GFP en estas 
células, se utilizaron tres técnicas distintas: citometría de flujo, Western Blot y RT-qPCR. 

2.3.1. Citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica biofísica de alta precisión que permite analizar 
cuantitativamente determinadas características de una población celular [40,41]. Cada 
célula es irradiada de forma individual con un láser y las señales recogidas dan indicación 
de su tamaño (FSC), complejidad (SSC) y fluorescencia. En este caso, se utilizó la 
citometría con un triple objetivo. En primer lugar, analizar la viabilidad celular para 
verificar que las concentraciones de NCs utilizadas no provocaran una elevada 
citotoxicidad. En segundo lugar, este análisis de la viabilidad celular permitía excluir la 
población de células muertas durante el tratamiento posterior de los datos, ya que las 
células muertas pierden la fluorescencia de la GFP [42,43] y podrían confundirse con el 
efecto de silenciamiento génico. En tercer lugar, cuantificar la fluorescencia emitida por 
la proteína GFP, que en teoría debería ser directamente proporcional a la cantidad de 
proteína GFP expresada por las células, para determinar el nivel de silenciamiento 
génico obtenido. 

Sobre la base de datos previos de citotoxicidad y teniendo en cuenta que la eficiencia 
del silenciamiento génico es dependiente de la concentración de siRNA [44], las NCs 
recubiertas de quitosano fueron testadas a dos concentraciones finales de NCs, 25 y 150 
μg/mL, que corresponden a 50 y 300 nM de siRNA. Debido a su menor carga de siRNA, 
las NCs recubiertas de xantano sólo fueron testadas a la concentración más alta (150 
μg/mL) de NCs, que suponía una concentración de siRNA de 10 nM. También se evaluó 
la citotoxicidad de otro agente de transfección, la Lipofectamina® 2000, ya que se utilizó 
como control positivo para el posterior análisis del silenciamiento génico. La 
Lipofectamina® 2000 es un reactivo basado en liposomas catiónicos comúnmente 
utilizado para transfectar ácidos nucleicos en cultivos celulares ya que proporciona una 
elevada eficiencia de transfección [45,46]. Como control negativo, se utilizaron células 
no tratadas, es decir, que no habían estado en contacto con siRNA, NCs ni ningún otro 
agente de transfección. 

Las células fueron sembradas y, 24 h después, fueron transfectadas durante 4 h con el 
siRNA, ya sea utilizando Lipofectamina® o NCs como agente de transfección. Después, 
se lavaron con DPBS para eliminar el exceso de NCs y Lipofectamina® que no hubieran 
sido internalizadas y se mantuvieron en la estufa con medio de cultivo fresco durante 
24, 48 ó 72 h. En ese momento, las células se levantaron, se lavaron, se tiñeron con 
anexina-V y yoduro de propidio (PI) (para evaluar la viabilidad celular durante el propio 
experimento y poder excluir las células muertas durante el tratamiento posterior de los 
datos) y se analizaron mediante citometría de flujo. El rango de tiempo de análisis (24-
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72 h) se seleccionó en base a la literatura existente sobre la cinética del silenciamiento 
génico [47–49], teniendo en cuenta la importancia de evaluar múltiples tiempos ya que 
la vida media de cada proteína diana es distinta y la duración del silenciamiento depende 
de la línea celular y el sistema de transfección utilizados.   

La Figura 4 muestra la viabilidad de las células 24, 48 y 72 h después de la transfección. 
El error debido al levantamiento y preparación de las células para la citometría a 
distintos tiempos fue inferior al 6 %, y el error entre réplicas en el mismo experimento 
estuvo siempre comprendido entre 0.1 y 5 %.   
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Figura 4. Viabilidad de células HeLa-GFP no tratadas o tratadas con NCs recubiertas de quitosano o de 
xantano, vacías o cargadas con siRNA, y Lipofectamina® con siRNA (control positivo). Las células fueron 
incubadas con las muestras durante 4 h y su viabilidad se analizó 24, 48 o 72 h después del inicio de la 
incubación. Los datos corresponden a la media y desviación estándar de dos réplicas experimentales. 
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La viabilidad celular se mantuvo por encima del 80 % en todas las muestras y a todos 
los tiempos, excepto en las células tratadas con las NCs vacías a 150 µg/mL a las 24 h, 
donde disminuyó al 71 % en el caso de las NCs recubiertas de quitosano y al 61 % en el 
caso de las NCs recubiertas de xantano. Estos datos corroboran que las concentraciones 
de siRNA-NCs utilizadas no eran tóxicas a ninguno de los tiempos, mientras que las NCs 
vacías generaban cierta toxicidad a 24 h, pero tras tiempos más largos la viabilidad 
recuperaba valores superiores al 80 %. 

Una vez descartada la población de células muertas, se analizó la intensidad de 
fluorescencia de la GFP en las células vivas para determinar el grado de silenciamiento 
conseguido. Sorprendentemente, se observó que las siRNA-NCs de quitosano a 150 
µg/mL, en vez de disminuirla, aumentaban la intensidad de fluorescencia de las células 
en el canal de la GFP. En comparación con las células no tratadas, este aumento en la 
intensidad de fluorescencia era de un 110-150 % a las 48 h y fue corroborado con 
distintos lotes de nanocápsulas en 5 experimentos independientes. Este efecto también 
era producido por las NCs vacías a 150 µg/mL, e incluso en mayor medida, con aumentos 
en la intensidad de fluorescencia del 130-230 % a las 48 h. Además, se comprobó que 
las NCs recubiertas de xantano provocaban el mismo efecto, por lo que éste era 
independiente del tipo de polisacárido de la cubierta. También se descartó que esa 
fluorescencia fuera emitida por las propias NCs, ya que al incubar células no 
fluorescentes con las NCs no se observó fluorescencia en el canal de la GFP más allá de 
la tenue autofluorescencia de las propias células.  

Era importante esclarecer si el aumento de la intensidad de fluorescencia provenía de 
una sobreexpresión de GFP o de alguna interferencia en el propio método de medida. 
Se plantearon dos hipótesis para explicar este aumento de fluorescencia: 1) las NCs 
estaban alterando el metabolismo celular haciendo que las células sobreexpresaran 
proteína GFP o 2) alguno de los componentes de las NCs podía estar interfiriendo con la 
fluorescencia de la GFP, posiblemente los surfactantes de la nanoemulsión, ya que está 
ampliamente descrito que los surfactantes pueden afectar a las propiedades de 
fluorescencia de fluoróforos y proteínas [50–52]. La primera hipótesis fue 
posteriormente descartada mediante Western Blot y qPCR (ver apartados 2.3.2 y 2.3.3. 
de este capítulo), por lo que prevaleció la idea de que el aumento de fluorescencia era 
debido a una interferencia de las NCs que podía estar compensando y enmascarando el 
posible efecto de silenciamiento.  

Debido a esta interferencia, la fluorescencia de las células tratadas con siRNA-NCs no 
podía ser directamente comparada con la de las células no tratadas. Por ello, se 
utilizaron células tratadas con NCs vacías a idéntica concentración como control del 
efecto provocado por el propio nanotransportador en la fluorescencia, y su intensidad 
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de fluorescencia se tomó como 100 % para normalizar la fluorescencia de las células 
tratadas con siRNA-NCs. 

La Figura 5 y la Figura 6 muestran el análisis de la expresión de GFP en las células 
tratadas con NCs de quitosano y de xantano, respectivamente. Las NCs recubiertas de 
quitosano fueron testadas a 25 y 150 μg/mL, que corresponden a 50 y 300 nM de siRNA. 
Debido a su menor carga de siRNA, las NCs recubiertas de xantano sólo fueron testadas 
a la concentración más alta (150 μg/mL) de NCs, que suponía una concentración de 
siRNA de 10 nM. La mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de las células viables 
de cada muestra ha sido normalizada en relación a su respectivo control (células 
tratadas con NCs vacías a idéntica concentración en el caso de las siRNA-NCs y células 
no tratadas en el caso de la siRNA-Lipofectamina®) y se representa como porcentaje de 
expresión de GFP. 

 
Figura 5. Expresión de GFP de células HeLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de quitosano, analizada 
mediante citometría de flujo. Los datos corresponden a la media y desviación estándar de dos réplicas 
experimentales. 

En la Figura 5 se puede observar una notable disminución de la expresión de GFP de 
casi el 50 % en las células tratadas con siRNA-NCs de quitosano a alta concentración, y 
una disminución menos acentuada (hasta un 15 %) a baja concentración. Resultados 
similares fueron observados con las siRNA-NCs de xantano a alta concentración de NCs, 
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correspondiente a una menor concentración de siRNA, con un silenciamiento de hasta 
el 60 % a las 48 h (Figura 6). 

 
Figura 6. Expresión de GFP de células HeLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de xantano, analizada 
mediante citometría de flujo. Los datos corresponden a la media ±desviación estándar de dos réplicas 
experimentales. 

A pesar de que el uso de las NCs vacías como control proporcionaba resultados 
prometedores, existía la posibilidad de que el efecto de interferencia en la fluorescencia 
provocado por las NCs vacías no fuera exactamente igual que el provocado por las 
siRNA-NCs. La ausencia o presencia de siRNA en el nanotransportador hace que las 
propiedades físico-químicas de las NCs sean distintas y estas influyen en su interacción 
con las células.  

Por ejemplo, la diferencia en la carga superficial (las NCs de quitosano vacías exhibían 
un potencial zeta positivo, mientras que éste era negativo en las NCs cargadas con 
siRNA) podría afectar a la internalización celular y la toxicidad. En un interesante trabajo, 
Yue y colaboradores utilizaron nanopartículas de quitosano con distinta carga superficial 
(positiva, neutra o negativa, modulada mediante grupos carboximetil) pero uniformes 
en cuanto al resto de propiedades físico-químicas para evaluar la influencia de la carga 
superficial sobre la internalización en ocho líneas celulares [53]. Demostraron que, 
efectivamente, la carga positiva aumentaba la velocidad y el grado de internalización en 
las células.  
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En nuestro caso, si las NCs vacías habían sido internalizadas en mayor cantidad que las 
siRNA-NCs y esta era la causa de su mayor interferencia en la fluorescencia, 
probablemente esto iría acompañado de un aumento en la toxicidad. Efectivamente, la 
tinción de las células con anexina V y yoduro de propidio durante el propio experimento 
reveló una mayor toxicidad de las NCs vacías en comparación con las siRNA-NCs, como 
se describió previamente en la Figura 4. Esto sugería que cada tipo de nanocápsula 
ejercía un efecto distinto sobre el comportamiento celular, en función de si iban 
cargadas o no con siRNA. Del mismo modo, la interferencia de las NCs con la 
fluorescencia de las células también podría ser distinta y esto podría haber afectado al 
análisis del silenciamiento génico, al haberse utilizado la fluorescencia de las células 
tratadas con NCs vacías como referencia. 

Con el objetivo de encontrar un control más adecuado para el análisis del 
silenciamiento génico, se sustituyó el control de NCs vacías por un control de NCs 
cargadas con un siRNA de secuencia aleatoria que no silenciara la GFP (C- siRNA). De 
esta forma, la estructura molecular y las propiedades físico-químicas del control se 
asemejaban lo máximo posible a las de las siRNA-NCs dirigidas contra GFP, ya que ambos 
tipos de NCs iban cargadas de siRNA, ya sea dirigido contra GFP (GFP siRNA-NCs) o sin 
diana específica (C- siRNA-NCs), y exhibían un potencial zeta negativo.  

La Figura 7a y la Figura 7b muestran el efecto de silenciamiento obtenido por las GFP 
siRNA-NCs de quitosano y de xantano, respectivamente, al normalizar la MFI de las 
células viables respecto al control C- siRNA-NCs. Tras haber confirmado en los 
experimentos anteriores que la concentración más alta de siRNA-NCs (150 µg/mL) no 
generaba toxicidad, se seleccionó esta concentración para favorecer el efecto de 
silenciamiento. Además, el análisis del silenciamiento se realizó 48 h después de la 
transfección. En la bibliografía frecuentemente se realiza el análisis a 48 h por ser un 
tiempo óptimo para detectar el silenciamiento producido por otros 
nanotransportadores cargados con siRNA [32,35,54,55]. Además, en los experimentos 
anteriores se corroboró que nuestras siRNA-NCs provocaban la máxima disminución de 
la señal de fluorescencia a este tiempo.  
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Figura 7. Expresión de GFP en células HeLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de quitosano (a) o de 
xantano (b) a 150 µg/mL, analizada mediante citometría de flujo a las 48 h. El GFP siRNA fue 
transfectado a 50 nM (a) o 10 nM (b) en el control positivo de Lipofectamina®, a 300 nM con las NCs de 
quitosano (a) y a 80 nM con las NCs de xantano (b). Los datos corresponden a la media y desviación 
estándar de dos réplicas experimentales y son representativos de varios experimentos independientes. 

En la Figura 7a se puede apreciar cómo la expresión de la GFP desciende al 79 % tras 
el tratamiento con GFP siRNA-NCs de quitosano. Este dato fue corroborado en varios 
experimentos independientes. Al contrario que con las NCs recubiertas de quitosano, 
en el caso de las NCs recubiertas de xantano no se detectó una diferencia significativa 
en el nivel de expresión de la GFP (Figura 7b), quizá debido a que la concentración 
alcanzable de siRNA no es suficiente para provocar un silenciamiento detectable. La 
eficiencia de silenciamiento alcanzada por las siRNA-NCs es mucho menor que la del 
control positivo de Lipofectamina® (LPF), que consigue un silenciamiento del 20-40 % a 
las 48 h. Gran parte de los nanotransportadores de siRNA presentados en literatura 
también muestran un silenciamiento inferior y más lento que la LPF, incluso a 
concentraciones de siRNA 10-20 veces mayores [32,49].   

 Para evitar los problemas que causaban las NCs al interferir con la fluorescencia de la 
GFP cuando se medía el silenciamiento por citometría de flujo y poder validar estos 
resultados, se utilizaron otras técnicas (Western Blot y qPCR) que no miden la 
fluorescencia intracelular de la GFP directamente, sino que conllevan la extracción 
celular de la proteína, o su mRNA en el caso de la qPCR, y su separación del resto de 
componentes intracelulares. De esta forma se evitaron los problemas de interferencia 
con las NCs. 

2.3.2. Western Blot 

El Western Blot, también llamado inmunoblot, es una de las técnicas de laboratorio 
más utilizadas para la identificación y cuantificación de proteínas en células o tejidos 
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[56,57]. Su selectividad y especificidad permiten la identificación de proteínas dentro de 
extractos proteicos muy complejos, como es el lisado celular, gracias a la utilización de 
anticuerpos específicos de la proteína de interés. En este caso, se utilizó esta técnica 
para determinar y comparar la expresión de la proteína GFP en células HeLa-GFP tras el 
tratamiento con siRNA cargado en nanocápsulas poliméricas. 

Las mismas muestras fueron analizadas en paralelo mediante citometría de flujo 
(datos reportados en el apartado anterior Figura 6 y Figura 7) y mediante Western Blot 
para confirmar los resultados. Las células fueron transfectadas con NCs recubiertas de 
quitosano o de xantano cargadas de siRNA específico para GFP (GFP siRNA) siguiendo el 
mismo procedimiento descrito anteriormente. Como control positivo, las células se 
transfectaron con GFP siRNA utilizando Lipofectamina®. Como control negativo, las 
células se trataron con NCs vacías o cargadas de siRNA no específico (C- siRNA) 
incubadas a la misma concentración de nanotransportador (150 µg/mL). A las 48 ó 72 h 
después de la transfección, las células fueron lisadas para extraer las proteínas 
citoplasmáticas y se realizó una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) para separar las proteínas según su tamaño. Después, las proteínas fueron 
transferidas a una membrana e hibridadas con un anticuerpo primario específico de GFP 
y otro específico de actina (proteína elegida como control “housekeeping” por tener un 
nivel de expresión constante). Tras la hibridación de un anticuerpo secundario 
conjugado a un fluoróforo NIR, la membrana fue revelada utilizando un detector de 
fluorescencia infrarroja y la intensidad de fluorescencia de las bandas cuantificada 
mediante análisis de imagen.  

La Figura 8 muestra las membranas de los Western Blots llevados a cabo a partir de las 
células tratadas con las NCs de quitosano y de xantano a 150 µg/mL.  

 
Figura 8. Expresión de GFP en células HeLa-GFP evaluada mediante Western Blot. NCs quitosano (izqda): 
carril 1, control no tratado; carril 2, Lipofectamina® + GFP siRNA 50 nM; carril 3, C- siRNA-NCs 150 
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µg/mL; carril 4, GFP siRNA-NCs 150 µg/mL (= 300 nM siRNA). NCs xantano (dcha): carril 1, control no 
tratado; carril 2, Lipofectamina®+ GFP siRNA 10 nM; carril 3, NCs vacías 150 µg/mL; carril 4, GFP siRNA-
NCs 150 µg/mL (= 10 nM siRNA).  

La ausencia de interferencia de las NCs en este tipo de ensayo, a diferencia de la 
citometría de flujo, permitió que las muestras tratadas con GFP siRNA-NCs pudieran ser 
directamente comparadas con el control no tratado (carril 1). Además, se confirmó que 
el tratamiento con las NCs y con la Lipofectamina® no alteraba la expresión de la actina, 
por lo que ésta pudo ser utilizada como control interno.  

En las cuatro membranas se puede observar una intensa disminución en la expresión 
de GFP después de la transfección de siRNA con Lipofectamina® (LPF, carril 2), que 
corresponde a una expresión del 20-50 %, confirmando la validez del control positivo y 
del método. Por el contrario, no se aprecia esta disminución en las bandas de GFP tras 
el tratamiento con GFP siRNA-NCs (carril 4) y la cuantificación demostró que no se 
detectaba un efecto de silenciamiento relevante, ni con las NCs de quitosano ni con las 
de xantano. 

Por otro lado, los controles negativos de NCs vacías o cargadas con siRNA no específico 
(C- siRNA) no alteraron la expresión de la GFP (carril 3), quedando evidenciado que el 
tratamiento con las nanocápsulas de quitosano y de xantano no provoca la 
sobreexpresión de la GFP. Esto supuso un hallazgo importante para confirmar que el 
aumento en la intensidad de fluorescencia observado mediante citometría de flujo era 
debido a una interferencia o un artefacto propio de la técnica en sí y no a un posible 
estrés celular que acelerara la síntesis de GFP. Los resultados obtenidos para las NCs 
recubiertas de xantano mediante Western Blot son consistentes con los obtenidos 
mediante citometría de flujo. Sin embargo, el pequeño efecto de silenciamiento 
producido por las NCs de quitosano que se registró mediante citometría de flujo no se 
aprecia mediante Western Blot. Hay que señalar que el Western Blot es una técnica 
semi-cuantitativa y que la multitud de pasos en el protocolo hasta obtener los resultados 
finales es una gran fuente de variabilidad, lo que dificulta la obtención de datos robustos 
y precisos [56–58]. Por ello, es importante utilizar técnicas complementarias adicionales 
para verificar los datos generados mediante Western Blot [59]. Como técnica 
complementaria para cuantificar la expresión de la GFP, esta vez a nivel de RNA, se usó 
la q-PCR. 

2.3.3. RT-qPCR 

Una de las múltiples aplicaciones de la técnica qPCR consiste en la determinación del 
número de copias de RNA presentes en una muestra de células o tejido (a través del 
cDNA) para analizar el nivel de expresión génica [60].  Para ello, se utiliza una variante 
de la qPCR, la qPCR de transcripción inversa (RT-qPCR), que permite utilizar el RNA como 
molde [61]. 



Capítulo 5 

156 
 

Las células fueron transfectadas durante 4 h con el siRNA, utilizando Lipofectamina® 
(LPF) o NCs a 150 µg/mL como agente de transfección, y fueron lisadas para extraer el 
RNA 48 h después de la transfección. Después de ser cuantificado, el RNA se 
retrotranscribió a DNA complementario (cDNA) y se llevó a cabo la amplificación 
mediante qPCR. Durante los ensayos preliminares para poner a punto la técnica, se 
seleccionó la dilución óptima de cDNA para obtener una amplificación eficiente y se 
confirmó que la expresión del gen housekeeping elegido como control interno 
(hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa, HPRT) no variaba tras el tratamiento con 
las NCs. Para cada muestra, los datos de expresión de GFP fueron normalizados respecto 
a HPRT y después todas las muestras fueron referidas al control no tratado, que se tomó 
como 100 % de expresión. El análisis de RT-qPCR se repitió tres veces y en cada análisis 
las muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado. Los datos de la media y 
desviación estándar de los tres análisis se representan en la Figura 9. 

 
Figura 9. Expresión de GFP en células HeLa-GFP evaluada mediante RT-qPCR. El GFP siRNA fue 
transfectado a 10 nM en el control positivo de Lipofectamina® (LPF + siRNA) y con las NCs recubiertas 
de xantano (XN), y a 300 nM con las NCs recubiertas de quitosano (CS). Los datos corresponden a la 
media y desviación estándar de tres análisis de RT-qPCR independientes.  

En consonancia con los resultados obtenidos por Western Blot, se demostró mediante 
RT-qPCR que el tratamiento con NCs recubiertas de quitosano (NCs CS) y xantano (NCs 
XN) vacías no altera la expresión de la GFP a nivel de RNA (los valores medios son de 97 
y 95 %, respectivamente). Esto confirma una vez más que los aumentos en la 
fluorescencia de GFP que se observaban durante la citometría de flujo no se debían a 
una sobreexpresión de GFP, sino a la interferencia de las NCs con la fluorescencia. El 
tratamiento con las NCs cargadas con siRNA dirigido contra GFP (siRNA-NCs) da lugar a 
una leve disminución de la expresión de GFP (91 % en el caso de las NCs recubiertas de 
quitosano y 87 % en el de las NCs recubiertas de xantano).  
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Como conclusión global de la cuantificación del silenciamiento génico efectuada 
mediante las tres técnicas distintas reportadas, es evidente que la GFP no está siendo 
silenciada de forma notoria tras la transfección del siRNA con las NCs. Ragelle y 
colaboradores también obtuvieron bajos niveles de silenciamiento de GFP (10-30 %) con 
sus nanopartículas de quitosano, a pesar de la alta concentración intracelular de siRNA, 
por lo que atribuyeron estos resultados a que las nanopartículas no conseguían liberar 
el siRNA al citosol [62]. Además, observaron que al unir un ligando RGD a su superficie 
se duplicaba su internalización celular y aumentaba la eficiencia de silenciamiento. Esto 
demuestra que la eficiencia de silenciamiento depende en gran medida de la 
internalización y el destino final del siRNA dentro de la célula. Por lo tanto, es importante 
estudiar estos aspectos para adquirir una mayor comprensión del mecanismo de 
transporte del siRNA y poder así mejorar la eficiencia de los nanotransportadores en el 
futuro. 

2.4. Internalización de siRNA-NCs en células HeLa  

Algunos estudios afirman que las propiedades superficiales de las nanopartículas 
pueden influir en su internalización celular y en su distribución intracelular, y que es 
posible dirigir las nanopartículas a objetivos intracelulares específicos (lisosomas, 
mitocondrias, citosol, etc.) modificando sus propiedades superficiales [63–65]. La 
elevada capacidad de internalización de las NCs recubiertas de quitosano ya ha sido 
puesta de manifiesto en otros capítulos de esta tesis, pero aquí se exploró también la 
internalización y distribución intracelular de las NCs recubiertas de xantano, analizando 
la influencia de las distintas cubiertas en el destino de las NCs y su carga de siRNA una 
vez dentro de la célula.  

Para descartar la posibilidad de que el siRNA estuviera siendo liberado de las NCs en 
el medio de cultivo y las NCs estuvieran entrando en las células sin su carga, tanto las 
NCs como el siRNA fueron marcados fluorescentemente y rastreados en cultivos 
celulares. El objetivo era investigar si el siRNA permanece encapsulado una vez que las 
NCs entran en contacto con el medio de cultivo y si durante el proceso de internalización 
se localiza en el mismo compartimento celular que las nanocápsulas (en este caso, las 
NCs y el siRNA marcados fluorescentemente deberían colocalizar) o, por el contrario, se 
libera de las NCs y se dirige a un compartimento celular distinto. He y colaboradores 
también utilizaron nanopartículas poliméricas y siRNA marcados fluorescentemente 
para evaluar mediante microscopía de fluorescencia la internalización celular y 
disociación del siRNA de su nanotransportador [48]. 

El atrapamiento y la degradación de las nanomedicinas en los compartimentos 
endolisosomales son las principales barreras para el transporte eficiente de los ácidos 
nucleicos al citosol y son, en gran medida, responsables de la baja eficiencia de 
transfección de los nanotransportadores no virales en comparación con los vectores 
virales [66]. Para profundizar en este estudio, las vesículas intracelulares implicadas en 
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la endocitosis (endosomas tempranos, endosomas tardíos y lisosomas) también se 
marcaron fluorescentemente para descubrir cuál era el destino de las NCs y el siRNA en 
el interior de las células y si conseguían escapar de los endolisosomas para poder llevar 
a cabo el silenciamiento génico. Para favorecer que el siRNA alcance su diana subcelular, 
es esencial obtener una mejor comprensión de la distribución intracelular de los 
nanotransportadores a través del marcaje fluorescente tanto del nanotransportador y 
su carga como de los orgánulos celulares en los que se encuentran para su estudio 
mediante microscopía de fluorescencia. 

2.4.1. Marcaje fluorescente de las NCs y el siRNA 

Para poder rastrear el siRNA, se utilizó la misma secuencia de siRNA, específica de GFP, 
marcada con el fluoróforo Cy3 en uno de sus extremos (excitación a 550 nm, emisión a 
575 nm). Para rastrear las NCs, se decidió encapsular el fluoróforo DiD (excitación a 650 
nm, emisión a 675 nm) para minimizar el solapamiento de su fluorescencia con el resto 
de los fluoróforos (teniendo en cuenta que las vesículas intracelulares iban a ser 
marcadas con proteínas o sondas con emisión a 509 nm). 

Para evaluar si las NCs admitían el marcaje simultáneo con ambas moléculas 
fluorescentes, se sintetizaron NCs recubiertas de quitosano y de xantano cargadas con 
siRNA-Cy3 y DiD. Las NCs obtenidas fueron caracterizadas a la misma concentración (100 
µg/mL) mediante espectrofotometría de fluorescencia (Figura 10). 
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Figura 10. Espectros de fluorescencia de NCs recubiertas de quitosano (a) y de xantano (b) cargadas 
simultáneamente con siRNA-Cy3 (rojo) y DiD (azul). 

Los espectros de fluorescencia de la Figura 10 muestran que ambas moléculas 
fluorescentes fueron encapsuladas con éxito. El siRNA-Cy3 encapsulado muestra un pico 
de emisión a 575 nm y el DiD encapsulado muestra un pico de emisión alrededor de los 
675 nm. El marcaje simultáneo proporciona la ventaja de poder rastrear el siRNA y las 
NCs a partir de la misma muestra en vez de utilizar dos muestras distintas, una con el 
siRNA marcado y otra con las NCs marcadas, que podrían interaccionar de forma 
diferente con las células. Gracias al éxito del marcaje simultáneo, se pudo estudiar la 
localización de las NCs y el siRNA en cultivos celulares. 
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2.4.2. Colocalización en células HeLa 

El objetivo de este estudio era saber si tanto el siRNA como las NCs internalizaban en 
las células y si se ubicaban en el mismo compartimento celular durante el proceso. La 
asociación entre una molécula y un compartimento celular específico es habitualmente 
determinada comparando la distribución de la molécula marcada fluorescentemente 
con la distribución de una sonda fluorescente que marque el compartimento de interés 
[67].  

Para ello, además de disponer de las siRNA-NCs con el doble marcaje (NCs marcadas 
con DiD y siRNA marcado con Cy3), fue necesario marcar los compartimentos celulares 
en los que podrían encontrarse las NCs y el siRNA. Se esperaba que estos 
compartimentos fueran los endosomas y los lisosomas (denominados en su conjunto 
como endolisosomas), ya que son vesículas intracelulares que juegan un papel 
fundamental en la endocitosis. Sin embargo, las primeras observaciones de la 
distribución intracelular del siRNA nos hicieron sospechar que también podría estar 
acumulándose en las mitocondrias, por lo que se decidió marcar también este 
compartimento intracelular.  

Para marcar los endosomas, se utilizaron plásmidos que expresan proteínas 
específicas de endosomas tempranos (Rab5a) y endosomas tardíos (Rab7a) fusionadas 
a una proteína GFP. Hay que señalar que a pesar de la gran especificidad en el marcaje 
que proporcionan estos plásmidos, una de sus limitaciones es que su eficiencia de 
transfección no es del 100 % y por ello no todas las células quedan marcadas. Durante 
las pruebas preliminares se determinó la cantidad óptima de plásmido para conseguir 
un marcaje intenso, pero sin llegar a la saturación, en el mayor número de células 
posible. Los lisosomas fueron marcados utilizando LysoTracker® Green, una sonda 
fluorescente que marca en verde los compartimentos ácidos de la célula. Por último, se 
marcaron también las mitocondrias utilizando MitoTracker® Green. Debido a que los 
marcajes de los compartimentos celulares emitían fluorescencia en el canal verde, se 
utilizaron células HeLa (en lugar de las HeLa-GFP utilizadas para cuantificar el 
silenciamiento) y el marcaje de cada compartimento fue realizado en paralelo.  

En el campo de la microscopía de fluorescencia, la colocalización es comúnmente 
entendida como la presencia de dos o más fluoróforos en la misma localización. La 
colocalización de dos fluoróforos puede ser identificada por la detección de estructuras 
cuyo color refleja la contribución combinada de ambos fluoróforos cuando las imágenes 
de cada uno de ellos se superponen [67]. Para el tratamiento de las imágenes de este 
apartado, a cada fluoróforo se le asignó un color, de forma que el producto de la 
combinación de varios colores indica que existe colocalización. Los colores usados en el 
análisis y su correspondencia con compartimentos celulares, nanotransportadores y 
ácidos nucleicos se resumen esquemáticamente en la Figura 11, junto con los colores 
que indican su colocalización. 
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Figura 11. Esquema que representa la combinación de colores utilizados en el estudio de colocalización. 

Además, el nivel de colocalización fue cuantificado utilizando el Coeficiente de 
Correlación de Pearson (PCC), que indica el grado de correlación entre la intensidad de 
los píxeles de dos canales [68]. El valor del PCC puede oscilar entre -1 y 1. Un valor de 1 
significaría que los patrones de fluorescencia son totalmente similares (colocalización 
perfecta), un valor de -1 significaría que los patrones son totalmente opuestos (exclusión 
perfecta), mientras que un valor cercano a 0 indica que no hay ninguna correlación en 
los patrones entre ambos canales (localización aleatoria), lo que también implica 
ausencia de colocalización [67,69]. Por lo tanto, el grado de colocalización aumenta 
conforme el PCC se aproxima a 1. 

Las células HeLa fueron incubadas con NCs cargadas de DiD y siRNA-Cy3 a una 
concentración de nanotransportador de 150 µg/mL durante 4 horas, reproduciendo las 
condiciones de los experimentos de silenciamiento realizados anteriormente. Como 
control positivo, se utilizó Lipofectamina® para transfectar el siRNA. Después de las 4 
horas de transfección, las células fueron lavadas para eliminar todos los reactivos que 
quedaran en suspensión y se tomaron imágenes de las células vivas mediante 
microscopía confocal. Para el marcaje de los endosomas tempranos y tardíos (en 
paralelo, es decir, cada tipo de marcaje en una muestra distinta), los plásmidos fueron 
transfectados al menos 16 h antes de realizar la microscopía, es decir, el día anterior a 
la transfección del siRNA. Para el marcaje con LysoTracker® y MitoTracker® (en paralelo 
también), estos reactivos fueron añadidos justo después de la transfección del siRNA. 
En este estudio se evitó la fijación celular puesto que este proceso puede generar 
artefactos, por ejemplo autofluorescencia, y alterar la localización intracelular de las 
nanopartículas [66,70]. Por lo tanto, no es aconsejable fijar las células cuando se realizan 
estudios de colocalización. Además, algunos marcadores fluorescentes, como el 
LysoTracker®, no son compatibles con la fijación celular [70]. Por estas razones, las 
células fueron observadas directamente sin fijar después de la transfección del siRNA. 
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Para comprobar que las muestras no generaban autofluorescencia, se tomaron 
imágenes de células no tratadas (Figura 12). 

 
Figura 12. Células HeLa no tratadas (control negativo). Imágenes adquiridas en campo claro y en los 
canales de fluorescencia verde, rojo y rojo lejano (a cuya fluorescencia se le asignó el color azul) 
mediante microscopía confocal. Las escalas corresponden a 20 µm. 

Las células no mostraron fluorescencia en ninguno de los canales de fluorescencia 
utilizados, confirmando la ausencia de artefactos de autofluorescencia. 

Las Figuras 13-18 muestran imágenes de microscopía representativas del análisis de 
colocalización de las NCs de quitosano y de xantano, así como del siRNA transportado 
por ellas, con endosomas tempranos, endosomas tardíos y lisosomas.  
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Figura 13. Colocalización de 
NCs recubiertas de 
quitosano marcadas con 
DiD (azul) y cargadas de 
siRNA-Cy3 (rojo) con 
endosomas tempranos 
marcados con Rab5-GFP 
(verde). Imágenes 
adquiridas mediante 
microscopía confocal. Las 
escalas corresponden a 20 
µm. 
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Figura 14. Colocalización de 
NCs recubiertas de xantano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con endosomas tempranos 
marcados con Rab5-GFP 
(verde). Imágenes adquiridas 
mediante microscopía 
confocal. Las escalas 
corresponden a 20 µm. 
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Figura 15. Colocalización de 
NCs recubiertas de quitosano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con endosomas tardíos 
marcados con Rab7-GFP 
(verde). Imágenes adquiridas 
mediante microscopía 
confocal. Las escalas 
corresponden a 20 µm. 
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Figura 16. Colocalización de 
NCs recubiertas de xantano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con endosomas tardíos 
marcados con Rab7-GFP 
(verde). Imágenes adquiridas 
mediante microscopía 
confocal. Las escalas 
corresponden a 20 µm. 
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Figura 17. Colocalización de 
NCs recubiertas de quitosano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con lisosomas marcados con 
LysoTracker (verde). Imágenes 
adquiridas mediante 
microscopía confocal. Las 
escalas corresponden a 20 µm. 
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Figura 18. Colocalización de 
NCs recubiertas de xantano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con lisosomas marcados con 
LysoTracker (verde). Imágenes 
adquiridas mediante 
microscopía confocal. Las 
escalas corresponden a 20 µm. 
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Como se puede apreciar en las imágenes de microscopía, el siRNA (rojo) estaba siendo 
claramente internalizado en las células, lo que permitió descartar la hipótesis de que 
éste pudiera ser liberado de las NCs en el medio de cultivo y que las NCs estuvieran 
entrando en las células sin su carga.  

Además, todas las muestras tratadas con NCs muestran colocalización parcial entre 
NCs y siRNA (magenta), correspondiente a un PCC de 0.52 ±0.06. Existe una mayor 
proporción de NCs colocalizadas con el siRNA (la mayoría de los puntos azules 
colocalizan con puntos rojos) en comparación con una menor proporción de siRNA 
colocalizado con las NCs (sólo algunos puntos rojos colocalizan con puntos azules, el 
resto de fluorescencia roja no), lo que sugiere que gran parte del siRNA ha sido liberado 
de las NCs y tan sólo queda una pequeña parte del siRNA atrapada en las NCs. Este hecho 
resulta muy favorable para conseguir un silenciamiento génico adecuado, ya que es un 
requisito clave que el siRNA se disocie de la NC una vez dentro de la célula para que 
pueda interactuar sin impedimentos con el complejo RISC. Wang y colaboradores 
observaron un patrón de fluorescencia similar, donde parte del siRNA no colocalizaba 
con su nanotransportador, y también lo atribuyeron a la liberación del siRNA, que 
constituye un paso fundamental para lograr el silenciamiento génico [71]. 

Por otro lado, se analizó la colocalización de las NCs recubiertas de quitosano o de 
xantano, así como del siRNA transportado por ellas, con los endolisosomas. En las 
imágenes de microscopía se puede constatar que apenas hay colocalización en los 
endosomas tempranos, ni por parte del siRNA ni de las NCs, independientemente de 
que las NCs estuvieran recubiertas de quitosano o de xantano (Figura 13 y Figura 14). 
Sin embargo, se puede apreciar una leve colocalización en endosomas tardíos (Figura 15 
y Figura 16) y algo más en el caso de lisosomas (Figura 17 y Figura 18), tanto del siRNA 
como de las NCs. Estas observaciones fueron confirmadas mediante el análisis 
cuantitativo de la colocalización de las imágenes de microscopía. La Figura 19 muestra 
el PCC obtenido al cuantificar el grado de colocalización entre las NCs marcadas con DiD 
(a) o el siRNA-Cy3 (b) con los endolisosomas. 
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Figura 19. Colocalización de NCs recubiertas de quitosano (CS) o de xantano (XN) marcadas con DiD (a) 
o del siRNA-Cy3 transportado por ellas (b) con endosomas tempranos, endosomas tardíos o lisosomas. 
El análisis cuantitativo de la colocalización se realizó mediante determinación del Coeficiente de 
correlación de Pearson (PCC). Los valores representados son el promedio y desviación estándar del PCC 
calculado a partir del análisis de 10-20 células por muestra. Los asteriscos señalan las diferencias 
estadísticamente significativas (ns, no significativo; **, P < 0.01; ***, P < 0.001;****, P < 0.0001, prueba 
t de Student desapareada). 

En cuanto a la posibilidad de que el tipo de recubrimiento de la nanocápsula afectara 
a su localización intracelular o a la de su carga, ninguna de las gráficas muestra una 
diferencia significativa en la colocalización de las NCs o el siRNA con cada uno de los 
compartimentos celulares según si se han utilizado NCs recubiertas de quitosano o de 
xantano. Esto indica que la distribución intracelular tanto del siRNA transportado como 
de la propia NC es similar independientemente del tipo de polímero utilizado para 
recubrir las NCs.  

Además, se observa una tendencia muy parecida en el nivel de colocalización de las 
NCs (Figura 19a) y el siRNA (Figura 19b) entre los distintos orgánulos, obteniendo valores 
crecientes del PCC, y por tanto, de colocalización, en el siguiente orden: endosomas 
tempranos < endosomas tardíos < lisosomas.  

Los valores del PCC obtenidos para los endosomas tempranos (0.15-0.20) se 
encuentran cercanos a 0, lo que indica que el grado de colocalización es muy bajo. Es 
posible que debido a que las células se observaron 4 h después del inicio de la 
transfección, los endosomas tempranos que hubieran albergado NCs y/o siRNA 
hubieran madurado ya a endosomas tardíos o lisosomas. Vercauteren y colaboradores 
observaron una fuerte colocalización de sus nanotransportadores poliméricos con 
endosomas tempranos (mediante marcaje de la proteína Rab5, igual que en nuestro 
caso) durante los primeros 30 minutos tras el inicio de la transfección, que fue 
progresivamente sustituida por una colocalización mayoritaria con endosomas tardíos y 
lisosomas tras 2 h [66]. Sin embargo, al repetir el ensayo de colocalización observando 
las células 30 min después del inicio de la transfección, tampoco se obtuvo una 
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colocalización remarcable con endosomas tempranos. Una posibilidad es que la 
maduración de los endosomas tempranos que contienen las siRNA-NCs a endosomas 
tardíos sea tan rápida en este caso que no haya permitido la detección de colocalización 
en endosomas tempranos. Otra posibilidad es que la ruta de endocitosis de las siRNA-
NCs sea independiente de Rab5 y, por ende, de endosomas tempranos. Los endosomas 
tempranos están generalmente asociados a endocitosis mediada por clatrina, por lo que 
su ausencia puede considerarse un indicio de que las NCs no son internalizadas por esta 
ruta [72]. No obstante, existen otras vías endocíticas en las que no intervienen los 
endosomas tempranos y las vesículas se fusionan directamente con lisosomas, como la 
fagocitosis, la macropinocitosis, la endocitosis mediada por caveolina o la endocitosis 
independiente de clatrina y caveolina [73].  

La colocalización en endosomas tardíos (PCC 0.30-0.55) fue mayor que en endosomas 
tempranos (PCC 0.15-0.20), como puede observarse también en las imágenes de 
microscopía (Figura 15 y Figura 16). Parte de las NCs se encuentran en el interior de los 
endosomas tardíos (color cian en la imagen combinada de los canales verde y azul), así 
como una cierta proporción del siRNA (color amarillo en la imagen combinada de los 
canales verde y rojo), precisamente la que se encuentra todavía encapsulada ya que a 
la vez colocaliza con las NCs (color magenta en la imagen combinada de los canales azul 
y rojo, color blanco en la imagen combinada de los tres canales). Sin embargo, también 
se observa una elevada proporción de siRNA que no colocaliza ni con las vesículas ni con 
las NCs (color rojo en las imágenes que combinan este canal con cualquier otro). Tanto 
las NCs de quitosano como las de xantano presentan la misma distribución intracelular. 

La colocalización de las NCs y el siRNA en los lisosomas (Figura 17 y Figura 18) sigue un 
patrón similar al de los endosomas tardíos, pero con mayor nivel de colocalización (PCC 
0.45-0.70). 

Por otro lado, también se analizó la distribución intracelular del siRNA transfectado 
con Lipofectamina® (LPF, Figura 20), con la intención de identificar posibles diferencias 
que pudieran ser las causantes de su mayor efecto de silenciamiento con respecto al 
siRNA transfectado con las NCs. Si el siRNA transfectado con LPF conseguía interferir con 
su mRNA diana, tenía que haber conseguido escapar de las vesículas endolisosomales y 
encontrarse en el citoplasma de la célula.  
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Figura 20. Colocalización de siRNA-Cy3 (rojo) transfectado con Lipofectamina® con endosomas 
tempranos marcados con Rab5-GFP (verde) o lisosomas marcados con LysoTracker (verde). a) Imágenes 
adquiridas mediante microscopía confocal. b) Análisis cuantitativo mediante determinación del 
Coeficiente de correlación de Pearson (PCC). Los valores representados son el promedio y desviación 
estándar del PCC calculado a partir del análisis de 10-20 células por muestra. Los asteriscos señalan las 
diferencias estadísticamente significativas (****, P < 0.0001, prueba t de Student desapareada). Las 
escalas corresponden a 20 µm. 

Sorprendentemente, el siRNA no sólo no se encontraba en el citoplasma, sino que 
además presentaba una distribución en las vesículas endocíticas muy similar a la 
observada con las NCs: la colocalización con endosomas tempranos era mínima (PCC 
0.11), mientras que la colocalización con lisosomas era mucho mayor (PCC 0.78), como 
demuestran cualitativamente las imágenes de microscopía (Figura 20a) y 
cuantitativamente los valores del PCC en la Figura 20b.  

No obstante, se observaron diferencias importantes en comparación con las muestras 
tratadas con NCs: la fluorescencia roja del siRNA transfectado con LPF aparecía 
principalmente con forma de puntos, no de fibras, y prácticamente todo el siRNA 
colocalizaba con lisosomas. 

Por el contrario, en las células tratadas con NCs, la fluorescencia roja que no colocaliza 
con la fluorescencia azul, es decir, el siRNA libre, tiende a encontrarse distribuida por la 
célula en forma de estructuras fibrosas, muy distinta de la fluorescencia punteada que 
se observa cuando colocaliza con las vesículas y las NCs (Figuras 13-18). Esto parece 
indicar que el siRNA que ha sido liberado de la NC no se encuentra dentro de vesículas 
esféricas, como son las vesículas endocíticas, sino en compartimentos más alargados. 
Hay que remarcar que este hecho sólo fue observado tras el tratamiento con NCs, tanto 
de quitosano como de xantano, pero no tras el tratamiento con Lipofectamina®, donde 
la fluorescencia roja es principalmente punteada, lo que sugiere que este 
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comportamiento del siRNA está relacionado con su medio de transporte y no con su 
secuencia. Además, dado que ocurre lo mismo con las NCs recubiertas de quitosano y 
de xantano, es posible que sea el núcleo de nanoemulsión de las NCs el que esté jugando 
un papel importante en el destino intracelular del siRNA. Uno de los compartimentos 
celulares con forma alargada son las mitocondrias, y precisamente el tipo de distribución 
de la fluorescencia roja se asemeja al obtenido en otros trabajos donde han realizado 
un marcaje mitocondrial [74,75]. Por esta razón, se decidió marcar las mitocondrias y 
evaluar si el siRNA liberado se encontraba allí. En primer lugar, como control se utilizaron 
células no tratadas con NCs ni con siRNA para comprobar que el marcaje de las 
mitocondrias con MitoTracker® no produjera artefactos en la fluorescencia (Figura 21). 
Para reducir al máximo el cruce entre los espectros de fluorescencia de los distintos 
fluoróforos, estos fueron excitados en modo secuencial y sus señales de emisión fueron 
recogidas con filtros de emisión de banda estrecha. 

 
Figura 21. Células HeLa tratadas solamente con MitoTracker para marcar las mitocondrias. Imágenes 
adquiridas en campo claro y en los canales de fluorescencia verde, rojo y rojo lejano (a cuya 
fluorescencia se le asignó el color azul) mediante microscopía confocal. Las escalas corresponden a 
20 µm. 

En las imágenes se puede constatar que la fluorescencia del MitoTracker® sólo aparece 
en el canal verde y no invade el resto de canales utilizados, evitando así posibles 
interferencias entre canales. También se puede observar el patrón de fluorescencia con 
forma alargada característico del marcaje mitocondrial. 

A continuación, se tomaron imágenes de células tratadas con siRNA-NCs y marcadas 
con MitoTracker (Figuras 22-23) y se analizó cuantitativamente la colocalización (Figura 
24).   
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Figura 22. Colocalización de 
NCs recubiertas de quitosano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con mitocondrias marcados 
con MitoTracker (verde). 
Imágenes adquiridas mediante 
microscopía confocal. 
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Figura 23. Colocalización de 
NCs recubiertas de xantano 
marcadas con DiD (azul) y 
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo) 
con mitocondrias marcados 
con MitoTracker (verde). 
Imágenes adquiridas mediante 
microscopía confocal. 
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Figura 24. Análisis cuantitativo de la colocalización de NCs recubiertas de quitosano o de xantano 
marcadas con DiD (b) o del siRNA-Cy3 transportado por ellas (a) con mitocondrias. Los valores 
representados son el promedio y desviación estándar del Coeficiente de correlación de Pearson (PCC) 
calculado a partir del análisis de 10-20 células por muestra.  

Efectivamente, el alto grado de colocalización entre el siRNA transfectado con NCs 
(tanto quitosano como xantano) y las mitocondrias demostró que el siRNA se 
encontraba principalmente en este compartimento celular, como puede observarse 
tanto en la gráfica de la Figura 24, que muestra los elevados valores del PCC obtenidos 
en estas muestras (PCC 0.83 para el quitosano y 0.76 para el xantano), como en las 
imágenes de confocal (Figura 22 y Figura 23). No obstante, hay que remarcar que el 
grado de colocalización en mitocondrias no es total, ya que el PCC es inferior a 1 y en las 
imágenes también se puede observar fluorescencia roja punteada que no colocaliza con 
las mitocondrias. En base a los resultados del estudio anterior, esta fluorescencia 
punteada probablemente corresponde a la proporción de siRNA que se encuentra en 
los endosomas tardíos y lisosomas. Curiosamente, las NCs marcadas con DiD no 
colocalizan con las mitocondrias (fluorescencia azul en vez de cian, PCC 0.20-0.25), sino 
que colocalizan parcialmente con endosomas tardíos y lisosomas (previamente 
demostrado en este apartado), lo que indica que gran parte del siRNA encapsulado ha 
sido liberado de las NCs en el interior de la célula y se dirige hacia las mitocondrias. Para 
demostrar que la localización mitocondrial sólo se da cuando el siRNA ha sido 
transfectado por las NCs, se marcaron las mitocondrias de células que habían sido 
transfectadas con siRNA utilizando Lipofectamina® y células que habían sido incubadas 
con la misma concentración de siRNA sin usar ningún agente de transfección (Figura 25).  
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Figura 25. Colocalización de siRNA-Cy3 (rojo) internalizado sin agente de transfección o transfectado 
con Lipofectamina® con mitocondrias marcadas con MitoTracker (verde). Imágenes adquiridas 
mediante microscopía confocal.  

En la Figura 25 se puede apreciar que, en ausencia de agente de transfección, el siRNA 
apenas entra en las células, tal y como se esperaba ya que esta es una de las principales 
limitaciones de la tecnología del RNA interferente [76]. En cambio, la fluorescencia del 
siRNA dentro de las células es mucho mayor cuando este ha sido transfectado mediante 
Lipofectamina® o mediante NCs (Figuras 22-23), lo que revela la gran capacidad de estos 
vectores para transportar el siRNA al interior de las células. En cuanto a las células 
transfectadas con Lipofectamina®, nuevamente se observa la fluorescencia roja de 
forma punteada y no colocaliza de forma notoria con las mitocondrias (PCC 0.29, frente 
al PCC de 0.75-0.85 de las NCs).  

Una hipótesis para explicar la localización del siRNA en las mitocondrias 
exclusivamente al utilizar NCs como agente de transfección podría ser que el siRNA, al 
liberarse de las NCs, esté arrastrando con él alguno de los componentes de las NCs y que 
sea este componente el que lo dirija a las mitocondrias. Actualmente se están utilizando 
moléculas catiónicas y anfifílicas para transportar ácidos nucleicos a las mitocondrias, 
aprovechando la carga negativa de la matriz mitocondrial, incluyendo el fluoróforo 
rodamina 123, surfactantes, lípidos y péptidos catiónicos [77]. El quitosano es una 
molécula catiónica, pero en este caso el efecto no puede ser específico del quitosano ya 
que también se produce con las NCs recubiertas de xantano. Es más probable que sea 
alguno de los componentes del núcleo de las NCs, comunes a ambos tipos de NCs, el 
que está arrastrando al siRNA a las mitocondrias. Los surfactantes utilizados son no-
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iónicos, pero su anfifilicidad intrínseca podría favorecer su fusión con las membranas 
mitocondriales. Por último, pero no menos importante, las NCs están compuestas 
también por ácido oleico, que es un ácido graso muy importante para el metabolismo 
celular. De hecho, está ampliamente estudiado y confirmado el transporte de los ácidos 
grasos al interior de las mitocondrias porque es allí donde se realiza su β-oxidación 
[78,79], por lo que este podría ser el responsable de que el siRNA entre en las 
mitocondrias. Además, esta hipótesis estaría de acuerdo también con el bajo efecto de 
silenciamiento provocado por las NCs, ya que este componente de las NCs estaría 
“secuestrando” gran parte del siRNA en las mitocondrias, y además podría estar todavía 
unido a las pocas moléculas de siRNA que consiguen llegar al citoplasma y podría impedir 
que se incorporaran correctamente al complejo RISC, dificultando su hibridación con el 
mRNA y, en consecuencia, el silenciamiento del gen correspondiente.       

3. CONCLUSIONES 

Se ha conseguido encapsular satisfactoriamente moléculas de siRNA en NCs 
recubiertas de quitosano y en NCs recubiertas de xantano. La encapsulación ha sido 
optimizada hasta conseguir aumentar la carga de siRNA, lo que ha permitido alcanzar 
concentraciones elevadas de siRNA a concentraciones no citotóxicas de 
nanotransportador durante los estudios in vitro. Sin embargo, el nivel de silenciamiento 
génico de la GFP producido por las NCs cargadas de siRNA en cultivos celulares ha sido 
bajo, en el caso de las NCs de quitosano, o nulo, en el caso de las NCs de xantano.  

Para adquirir una mayor comprensión del mecanismo de transporte del siRNA y poder 
así facilitar una optimización racional de estos nanotransportadores en el futuro, se ha 
estudiado la internalización y el tráfico intracelular de las NCs y el siRNA. El marcaje 
fluorescente de las NCs y el siRNA que transportan ha permitido verificar una excelente 
internalización celular, tanto para las NCs de quitosano como para las de xantano, 
demostrando la capacidad de ambos sistemas para facilitar la entrada del siRNA en las 
células. Sin embargo, los estudios de distribución intracelular han revelado que las NCs 
se encuentran principalmente atrapadas en los endolisosomas, junto a una parte del 
siRNA, mientras que gran parte del siRNA consigue escapar de ellos y se dirige a las 
mitocondrias. En consecuencia, la baja eficiencia de silenciamiento obtenida podría 
deberse a la ausencia de siRNA en su sitio de acción, el citosol, al encontrarse atrapado 
en otros compartimentos celulares.  

Con el objetivo de liberar el siRNA de estos compartimentos celulares, en el siguiente 
capítulo se investiga el uso de la tecnología de internalización fotoquímica (PCI), basada 
en el uso de fotosensibilizadores y luz.   

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los reactivos utilizados para la síntesis de las nanocápsulas son los mismos que 
aparecen referenciados en el capítulo 2, salvo que se indique lo contrario. 



Transporte de siRNA en NCs y evaluación in vitro del silenciamiento génico y la localización 
intracelular 

179 
 

El xantano (Xanthan from Xanthomonas campestris) y los fluoróforos Nile Red, Bodipy 
493/503 y Caediogreen fueron adquiridos en Sigma. El fluoróforo DiD fue adquirido en 
Thermo Fisher Scientific. La Lipofectamina® 2000 fue adquirida en Invitrogen® y el 
CFBlue Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI en Immunostep®. El reactivo 
Coomassie Plus-The Better Bradford® Assay Reagent fue adquirido en Fisher Scientific, 
los geles de poliacrilamida 4–15 % Mini-PROTEAN™ TGX Stain-Free™ Protein Gels en Bio-
Rad® y el patrón de peso molecular para los geles de poliacrilamida PageRuler™ 
Prestained NIR Protein Ladder en Thermo Fisher Scientific. 

Todas las secuencias de siRNA fueron sintetizadas y purificadas mediante HPLC por 
Dharmacon® y adquiridas a través de Cultek: siRNA contra GFP (GFP Duplex I, hebra 
sentido: 5' GCAAGCUGACCCUGAAGUUCUU 3', hebra antisentido: 5'- 
GAACUUCAGGGUCAGCUUGCUU 3'), siRNA control negativo (hebra sentido: 5’-
AAUUCUCCGAACGUGUCACGU(UU)-3’, hebra antisentido: 5’- 
ACGUGACACGUUCGGAGAAUU(UU)-3’; y siGENOME Non-Targeting siRNA #4), siRNA 
contra GFP marcado con Cy3 (hebra sentido: Cy3 5' GCAAGCUGACCCUGAAGUUCUU 3', 
hebra antisentido: 5'- GAACUUCAGGGUCAGCUUGCUU 3'). Los siRNA fueron 
suspendidos en agua libre de RNAasas (Sigma®) a una concentración de trabajo de 100 
µM.  

4.1. Cultivo celular 

La línea celular estable HeLa (adenocarcinoma de cérvix) con expresión constitutiva de 
GFP y resistencia a puromicina fue adquirida a Amsbio®. La línea celular HeLa fue 
adquirida a la ATCC. Las células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM 
suplementado con un 10 % de FBS, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) y 
glutamina (2 mM), en una incubadora humidificada (37 °C / 5% CO2). 

4.2. Encapsulación de siRNA en NCs recubiertas de quitosano y de xantano 

Para la preparación de las NCs recubiertas de quitosano, se siguió el procedimiento 
general descrito en detalle en el capítulo 2, el cual se basa en la formación de un núcleo 
de nanoemulsión recubierto por una capa de quitosano. Brevemente, se añadió una 
solución orgánica que contenía 40 mg de ácido oleico y 8.6 mg de Span® 85 disueltos en 
4 mL de etanol absoluto bajo agitación magnética sobre una solución acuosa que 
contenía 13.6 mg de Tween® 20 en 8 mL de agua. La mezcla se dejó en agitación durante 
15 minutos a temperatura ambiente para la formación de la nanoemulsión. En este 
punto, se añadió a la nanoemulsión 0.5 mL de una solución de quitosano 5 mg/mL 
preparada con agua libre de RNAasas y ácido acético 1 %. La suspensión se dejó 15 
minutos más bajo agitación y finalmente fue añadida sobre 15 mL de Na2SO4 50 mM 
para la gelificación ionotrópica del recubrimiento polimérico. El sólido fue separado por 
ultracentrifugación (30 minutos, 69673 G, 10 °C), lavado con 10 mL de agua libre de 
RNAasas, centrifugado nuevamente y resuspendido en 1-2 mL de agua libre de RNAasas. 
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El siRNA (1, 25 ó 125 nmol) fue añadido para su encapsulación durante el proceso de 
síntesis de las NCs (mezclado con la fase acuosa o con el quitosano). La concentración 
de las NCs en suspensión acuosa se determinó después de obtener el peso seco 
liofilizando una fracción (200 µL) de la muestra. Las NCs estériles fueron preparadas en 
una campana de flujo laminar vertical y todos los reactivos y materiales utilizados habían 
sido previamente esterilizados mediante irradiación UV, lavado con etanol 70%, 
filtración a través de filtros PVDF de 0.22 μm (Millex® Millipore®) o tratamiento térmico 
en seco (180 °C).  

Para la preparación de las NCs recubiertas de xantano, se siguió el mismo 
procedimiento que para las NCs recubiertas de quitosano con algunas modificaciones. 
La formación de la nanoemulsión se realizó de forma idéntica. Una vez formada la 
nanoemulsión, se añadió 0.5 mL de una solución de xantano 5 mg/mL preparada con 
agua libre de RNAasas y mezclada con la cantidad deseada de siRNA (25 nmol). La 
suspensión se dejó 15 minutos más bajo agitación y se lavó con agua libre de RNAasas 
mediante ultracentrifugación (30 minutos, 69673 G, 10 °C), en las primeras síntesis, o 
utilizando un dispositivo de filtración por centrifugación con membrana de celulosa 
regenerada Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) como optimización 
del protocolo de síntesis. Después de dos lavados con agua, las nanocápsulas se 
concentraron hasta un volumen final de 1-2 mL. 

4.3. Caracterización físico-química de las nanocápsulas cargadas de siRNA 

La eficiencia de encapsulación (EE) se entiende aquí como el porcentaje de siRNA 
encapsulado sobre la cantidad añadida inicialmente para la preparación de los 
nanotransportadores. La carga de fármaco (DL) se entiende como el porcentaje de siRNA 
encapsulado por peso del nanotransportador. La eficiencia de encapsulación (EE) y la 
cantidad de siRNA encapsulada se han determinado mediante electroforesis en gel de 
agarosa con tinción de Gel Red y posterior estimación de la intensidad de la 
fluorescencia utilizando el transiluminador Gene Genius Syngene y el software ImageJ. 
La electroforesis se llevó a cabo durante 20 minutos a 90 V utilizando geles de agarosa 
al 1 % y tampón TBE 0.5x pH 8.5. Las muestras se cargaron en el gel después de 
mezclarlas con el tampón de carga glicerol:TBE 25 % en una proporción de volumen de 
10:3 (muestra:tampón de carga). Se cargaron varias réplicas de cada muestra de siRNA-
NCs para poder calcular la desviación estándar del método y se midió la intensidad de la 
fluorescencia de la banda de siRNA que migró a través del gel. Con el fin de obtener una 
curva de calibrado para interpolar la intensidad de la fluorescencia de la banda de siRNA, 
se incluyeron varias cantidades de siRNA libre en cada gel, comprendidas entre 0.25 y 1 
µM. Además, como controles se cargaron nanocápsulas vacías y el eluido tras la 
filtración de nanocápsulas cargadas con siRNA. Para filtrar las NCs de quitosano se 
utilizaron filtros de PVDF de 0.22 μm (Millex® Millipore®) y para las de xantano un 
dispositivo de filtración por centrifugación con membrana de celulosa regenerada 
Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-0.5 mL, Millipore®, 50 KDa).  
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El tamaño del material obtenido se midió mediante análisis de dispersión dinámica de 
luz (DLS) con un instrumento DLS Brookhaven 90Plus a una concentración de NCs de 
0.15 mg/mL. El análisis del potencial zeta se llevó a cabo utilizando un analizador Plus 
Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation). En este caso se midieron 
las NCs a una concentración de 10 µg/mL en KCl 1mM. 

4.4. Evaluación del silenciamiento génico en células HeLa-GFP 

4.4.1. Cuantificación de la expresión de GFP y de la viabilidad celular 
mediante citometría de flujo 

El silenciamiento génico producido por las siRNA-NCs se evaluó midiendo la intensidad 
de fluorescencia de GFP en células HeLa-GFP (que expresan constitutivamente GFP), 
después de haber sido incubadas con las NCs, y comparándola con la fluorescencia de 
GFP de las células no tratadas (considerada como el 100 % de intensidad de 
fluorescencia). 

Se sembraron 20 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 24 pocillos. Después 
de 24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenía las NCs cargadas de 
siRNA o vacías a 25 ó 150 µg/mL (150 µg/mL de nanotransportador corresponden a 300 
nM GFP siRNA y 445 nM C- siRNA en los lotes de NCs de quitosano utilizados y a 10 ó 80 
nM GFP siRNA y 70 nM C- siRNA en los lotes de NCs de xantano), así como un control 
negativo sin NCs (células no tratadas). Como control positivo, las células fueron 
transfectadas con siRNA 10-50 nM utilizando Lipofectamina® 2000, siguiendo el 
protocolo indicado por el fabricante. Después de 4 horas de incubación en la estufa, las 
células fueron lavadas 2 veces con DPBS para eliminar los reactivos que no hubieran sido 
internalizados y se añadió medio de cultivo nuevo. Se mantuvieron las células en la 
estufa hasta el momento de ser analizadas. 

Transcurridas 24, 48 y 72 h desde la transfección, se trasvasó el medio de cultivo de 
los pocillos a tubos de citometría, se levantaron las células con 100 µL de tripsina y se 
neutralizó con el medio recogido anteriormente. Las células fueron centrifugadas en los 
tubos de citometría 2 minutos a 3500 G. Se descartó el sobrenadante por decantación y 
se lavaron con 500 µL PBS. Se volvieron a centrifugar bajo las mismas condiciones y se 
resuspendieron en 100 µL de tampón Anexina que contenía 2 µL de Anexina V CF Blue y 
3 µL de yoduro de propidio (CFBlue Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI), 
previamente mezclados en un mix para asegurar una tinción homogénea entre las 
muestras. Tras 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se añadió 300 µL de 
tampón Anexina 1X a cada tubo y se analizaron en un citómetro de flujo Gallios 
(Beckman Coulter®). Se registraron 10.000 eventos por muestra y los datos se 
interpretaron utilizando el software Kaluza 1.5a (Beckman Coulter®). Para el análisis de 
expresión de GFP se obtuvo la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de las 
células vivas de cada muestra, descartando las células muertas con marcaje positivo 
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para Anexina y/o yoduro de propidio. Todas las muestras se prepararon y analizaron por 
duplicado. 

4.4.2. Cuantificación de la expresión de GFP mediante Western Blot 

Se sembraron 40 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 12 pocillos. Después 
de 24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenía las NCs cargadas de 
siRNA o vacías a 150 µg/mL (correspondiendo a concentraciones de GFP siRNA de 300 
nM para las NCs de quitosano y 10 nM para las de xantano, y de C- siRNA de 445 nM), 
así como un control negativo sin NCs (células no tratadas). Como control positivo, las 
células fueron transfectadas con siRNA 10 nM utilizando Lipofectamina® 2000, 
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Después de 4 horas de incubación en 
la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con DPBS y se añadió medio de cultivo nuevo. 
Se mantuvieron las células en la estufa hasta el momento de ser analizadas. 

Transcurridas 48 y 72 h desde el tratamiento con el siRNA, las células fueron 
levantadas con tripsina y lavadas dos veces con PBS mediante centrifugaciones de 2 
minutos a 100 G. El sobrenadante fue retirado con micropipeta y se dejaron los pellets 
de células en hielo durante al menos 2 minutos. Se extrajeron las proteínas 
citoplasmáticas resuspendiendo cada pellet en 20 µL de tampón de lisis (Tritón X-100 al 
1% (v/v), NaCl 150 mM, Tris HCl 50 mM pH 7.6, glicerol 10 % (v/v), EDTA 1 mM, 
ortovanadato sódico 1 mM, pirofosfato sódico 10 mM, leupeptina 10 µg/mL, fluoruro 
de sodio 10 mM, PMSF 1 mM, inhibidores de proteasas) y se mantuvieron en hielo 
durante 15 minutos. Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 4 °C y máxima 
potencia (24 500 G), se recogieron los sobrenadantes y se descartaron los pellets.  

Antes de realizar la electroforesis, la concentración de proteínas de los lisados fue 
determinada mediante el método de Bradford para poder cargar una cantidad 
apropiada de proteína y asegurar la carga de una cantidad similar de proteína en cada 
carril. Se utilizó el reactivo Coomassie Plus-The Better Bradford® Assay Reagent y se 
cargaron 10 µg de proteína por pocillo en geles de poliacrilamida 4–15 %, incluyendo un 
patrón de peso molecular. Se llevó a cabo la electroforesis a 100 V, 0.02 A (por cada gel) 
durante 1 h. 

Las proteínas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa (Trans-
Blot® Turbo™ Mini Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad®) utilizando un equipo de 
transferencia TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad®). Se sumergió la membrana en 
tampón de bloqueo (SEA BLOCK Blocking Buffer, ThermoFisher®) durante 60 minutos a 
temperatura ambiente con agitación suave y se hibridó con los anticuerpos primarios 
monoclonales (anti-GFP B-2, Santa Cruz Biotechnology®; anti-β-actin, Sigma®, como 
control interno) a 4 °C durante la noche. Las membranas fueron lavadas 3 veces con 
TBST 1X (solución salina con TRIS 20 mM, NaCl 150 mM y Tween® 20 al 0.1 %) durante 
5 minutos en agitación a temperatura ambiente. A continuación, las membranas se 
hibridaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos en agitación a temperatura 



Transporte de siRNA en NCs y evaluación in vitro del silenciamiento génico y la localización 
intracelular 

183 
 

ambiente, se lavaron 3 veces con TBST 1X y se cubrieron con TBS 1X (solución salina con 
TRIS 20 mM y NaCl 150 mM) hasta el momento del revelado. 

Las membranas fueron reveladas en un equipo de escaneo Li-Cor Odyssey®, utilizando 
el software Image Studio 5.0, y posteriormente analizadas con el software ImageJ. El 
control interno de actina permite normalizar la cuantificación de GFP respecto a la 
cantidad de actina para disminuir el error de la técnica. 

4.4.3. Cuantificación de la expresión de GFP mediante RT-qPCR 

Se sembraron 80 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 6 pocillos. Después de 
24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenía NCs cargadas de siRNA 
o vacías a 150 µg/mL (correspondiendo a concentraciones de siRNA de 300 nM para las 
NCs de quitosano y 10 nM para las de xantano), así como un control negativo sin NCs 
(células no tratadas). Como control positivo, las células fueron transfectadas con siRNA 
10 nM utilizando Lipofectamina® 2000, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. 
Después de 4 horas de incubación en la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con 
DPBS y se añadió medio de cultivo nuevo. Se mantuvieron las células en la estufa hasta 
el momento de ser analizadas. 

Transcurridas 48 h desde el tratamiento con el siRNA, el RNA total fue extraído usando 
el Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek®), siguiendo las instrucciones del fabricante 
y eliminando el DNA durante el proceso de extracción mediante tratamiento con 
DNAasa I (kit de Promega®). La concentración y pureza del RNA fue analizada mediante 
espectrofotometría UV (Thermo Scientific® Multiskan GO UV/Vis) a 260 y 280 nm y 
mediante electroforesis en gel de agarosa teñido con Gel Red (Biotium®). El cDNA fue 
sintetizado a partir de 1.5 µg de RNA utilizando el kit SuperScript VILO cDNA Synthesis 
(Invitrogen®) según las instrucciones del fabricante. 

 La RT-qPCR se realizó en 20 µL de mezcla de reacción, que consistía en 1x iTaq 
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad®), diluciones seriadas de cDNA y 0.25 µM de 
cada primer (primer GFP directo:  5’ GAC TCG GAA GTT CAT CTG CAC CAC AGG C 3’, 
primer GFP reverso: 5’ ACT CGC GTT CTT CTG CTT GTC GGC CA 3’, sintetizados por 
Thermo Fisher®). Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo BioRad CFX-96 Real 
Time PCR System siguiendo las siguientes etapas: 1) desnaturalización inicial: 20 
segundos a 95 °C, 2) 39 ciclos de extensión: 3 segundos a 95 °C y 30 segundos a 58 °C, 3) 
curva de melting o curva de disociación (para evaluar si se han formado productos de 
amplificación indeseados): 15 segundos a 95 °C, 5 segundos a 65 °C y rampa de 
temperatura con incrementos de 0.5 °C hasta llegar a los 95 °C. La expresión del gen de 
la GFP se normalizó a la expresión del gen housekeeping HPRT (primer HPRT directo: 5’ 
CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA 3’, primer HPRT reverso: 5’ 
CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT 3’). Cada reacción de RT-qPCR fue realizada por 
triplicado. Además, se llevaron a cabo 3 repeticiones técnicas a partir de las mismas 
muestras biológicas, repitiendo el proceso desde la transcripción inversa a cDNA 
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durnate la segunda repetición o desde la mezcla de reactivos para la RT-qPCR durante 
la tercera repetición. El análisis de datos se realizó utilizando el programa Bio-Rad CFX 
Manager. 

4.5. Marcaje fluorescente de las NCs y el siRNA 

El núcleo de las nanocápsulas de xantano y de quitosano fue marcado con el fluoróforo 
DiD y el siRNA encapsulado dentro de la cubierta polimérica de las NCs iba marcado con 
el fluoróforo Cy3 mediante unión covalente a uno de sus extremos 5’.  

Se siguió el procedimiento estándar de síntesis de NCs, añadiendo 100 µg del 
fluoróforo DiD disuelto en etanol a la fase orgánica justo antes de formar la 
nanoemulsión y, después, 25 ó 125 nmol de siRNA-Cy3 previamente mezclados con el 
polímero (xantano o quitosano).  

El espectro de fluorescencia se registró con un fluorímetro (Perkin-Elmer LS-55, 120 V) 
excitando secuencialmente el Cy3 a 550 nm y el DiD a 650 nm. Las NCs se introdujeron 
en una cubeta de cuarzo Suprasil® de tres ventanas (QS-3 mm, 45 µL, ultra Micro 
Hellma®) a una concentración de 100 µg/mL.  

4.6. Estudios de colocalización mediante microscopía confocal 

4.6.1. Transfección con siRNA 

Se sembraron 20000 células por pocillo en portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®). Después 
de 24 horas, se añadieron NCs de quitosano y de xantano cargadas con DiD y siRNA-Cy3 
a 150 µg/mL de nanotransportador (equivalente a una concentración de siRNA de 549 
±43 nM en el caso de las NCs de quitosano y de 93 ±8 nM en el caso de las NCs de 
xantano, estimada mediante electroforesis). Como control negativo, se dejó un pocillo 
con células sin transfectar, y como control positivo, en otro pocillo las células fueron 
transfectadas con siRNA 75 nM utilizando Lipofectamina® 2000 (Invitrogen®). También 
se incluyó un control añadiendo siRNA 75 nM sin agente de transfección. Después de 4 
horas de incubación en la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con DPBS. Los 
reactivos para marcar los orgánulos fueron añadidos antes o después de la transfección, 
según el tipo de reactivo, tal y como se especifica en el siguiente apartado. 

4.6.2. Marcaje de los orgánulos intracelulares 

Endosomas tempranos y tardíos: 5-6 h después de sembrar las células (una vez que 
estaban adheridas a la superficie del pocillo) se añadieron los marcadores de endosomas 
tempranos y tardíos (CellLight™ Early Endosomes-GFP BacMam 2.0 y CellLight™ Late 
Endosomes-GFP BacMam 2.0, ThermoFischer®) a una concentración de 10 partículas 
por célula sembrada y se mantuvieron las células en el incubador como mínimo 16 h. 
Los reactivos de marcaje fueron retirados y las células fueron lavadas con DPBS justo 
antes de realizar la transfección con siRNA.  
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Lisosomas y mitocondrias: los reactivos para marcar los lisosomas (LysoTracker® Green 
DND-26, ThermoFisher®) y las mitocondrias (MitoTracker® Green FM, ThermoFisher®) 
fueron añadidos después de la transfección con siRNA y del lavado de las células. Las 
células fueron incubadas con LysoTracker® a 100 nM o MitoTracker® a 50 nM durante 
30 minutos en el incubador y después observadas en el microscopio confocal sin retirar 
el reactivo de marcaje. 

La especificidad de los marcajes y la ausencia de cruce de señales se comprobó 
examinando muestras control con un único marcaje, sin presencia de siRNA-Cy3. 

4.6.3. Microscopía confocal 

Las células vivas, previamente transfectadas con siRNA y con los orgánulos marcados, 
se mantuvieron en una cámara termostatizada a 37 °C durante la adquisición de 
imágenes. Se utilizó un microscopio confocal Zeiss LSM 880. las imágenes fueron 
adquiridas con un objetivo 63X/1.40 Plan Apochromat y aceite de inmersión. Los 
fluoróforos fueron excitados en modo secuencial para minimizar el cruce de señales 
(GFP a 488 nm, Cy3 a 561 nm y DiD a 633 nm). Para cada experimento, la configuración 
del microscopio se mantuvo constante, incluyendo la potencia y ganancia del láser y el 
tamaño del pinhole. Las imágenes fueron procesadas utilizando ImageJ. 

4.6.4. Análisis de la colocalización 

Para cuantificar el grado de colocalización de los píxeles entre varios canales, se utilizó 
la herramienta Coloc2 de ImageJ. Los canales de cada imagen fueron separados y se 
seleccionaron regiones de interés ROIs en 10-20 células. La colocalización fue 
cuantificada utilizando el Coeficiente de Correlación de Pearson (PCC), que indica el 
grado de correlación entre la intensidad de los píxeles de dos canales. El valor del PCC 
puede oscilar entre -1 y 1. Un valor de 1 significa que los patrones de fluorescencia son 
totalmente similares (colocalización perfecta), un valor de -1 significa que los patrones 
son totalmente opuestos (exclusión perfecta), mientras que un valor cercano a 0 indica 
que no hay ninguna correlación en los patrones entre ambos canales (localización 
aleatoria), lo que implica ausencia de colocalización. Los resultados se representaron 
como la media y desviación estándar del PCC obtenido del conjunto de células 
analizadas. Para analizar la significancia estadística de los datos obtenidos, se realizó el 
test “t” de Student’s utilizando el software GraphPad Prism v7.00, con un intervalo de 
confianza del 95 %.  
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Capítulo 6 

Aplicación de la tecnología de 
internalización fotoquímica para el 

silenciamiento génico 

 

  
1. INTRODUCCIÓN 

Los nanotransportadores son generalmente internalizados por las células mediante 
endocitosis. Durante este proceso, el material internalizado es transportado en el 
interior de vesículas endocíticas, incluyendo endosomas y lisosomas [1]. Sin embargo, 
en ocasiones la molécula activa transportada debe llegar al citosol de la célula para 
poder ejercer su función biológica, como en el caso del siRNA [2–5]. Si el siRNA no 
consigue escapar al citosol a tiempo, puede terminar siendo exocitado o degradado en 
el ambiente ácido de los lisosomas [1,4]. De hecho, el atrapamiento endosomal es una 
de las principales barreras del transporte de fármacos [6]. Para facilitar el escape 
endosomal, se han desarrollado numerosas estrategias, como el uso de péptidos y 
polímeros capaces de desestabilizar la membrana endosomal por sí mismos, actuando 
como una “esponja de protones” [7–11], o el método de internalización fotoquímica 
[12–14]. 

La internalización fotoquímica (PCI, por sus siglas en inglés) fue presentada por 
primera vez en 1999 [15] como un método basado en la luz para la liberación al citosol 
de moléculas terapéuticas atrapadas en vesículas endocíticas. Se basa en los mismos 
principios que la terapia fotodinámica (PDT, en inglés), que implican la activación por luz 
de un fotosensibilizador (una molécula sensible a la luz) que, después de ser excitado, 
transfiere su energía al oxígeno molecular, lo que conduce a la formación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), principalmente oxígeno singlete [16,17]. Este intermediario 
es altamente reactivo y puede dañar las estructuras celulares más próximas. No 
obstante, a diferencia de la PDT, la PCI no pretende generar muerte celular por sí misma, 
por lo que las dosis requeridas de luz y fotosensibilizador son mucho menores [18]. 
Además, el corto rango de alcance (10-100 nm) y la corta vida media del oxígeno singlete 
limitan el efecto dañino a las estructuras que se encuentran muy próximas al sitio donde 
se produce, mientras que las moléculas menos cercanas no se ven afectadas [14,19]. En 
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consecuencia, si el fotosensibilizador se acumula en un punto muy concreto de la célula 
y se irradia durante un tiempo corto, se produce un daño muy localizado que no afecta 
al resto de componentes celulares.  

Los fotosensibilizadores utilizados para PCI son compuestos anfifílicos que se localizan 
en las membranas de las vesículas endolisosomales después de la endocitosis [20]. La 
activación por luz del fotosensibilizador produce daño mediado por ROS en las 
membranas de estas vesículas, con la subsiguiente liberación del fármaco al citosol. Se 
ha demostrado que la liberación de macromoléculas inducida por la PCI tiene lugar en 
un intervalo de 0.01-4 segundos desde la aplicación de la luz, dependiendo de la 
naturaleza de la macromolécula [21]. La Figura 1 esquematiza el mecanismo en el que 
se basa la internalización fotoquímica.  

 
Figura 1. Mecanismo de internalización fotoquímica. 

El uso de PCI y PDT está limitado por la profundidad de penetración de la luz en los 
tejidos. Se considera que la profundidad máxima de penetración de la luz infrarroja 
cercana (NIR), por ejemplo, es de 2 cm en tejidos poco pigmentados [22]. Sin embargo, 
esto también proporciona la ventaja de ser un tratamiento muy específico del tejido que 
se expone a la luz, muy poco invasivo y con leves efectos secundarios. Además, las bajas 
dosis de fármaco y luz necesarias, junto a la sencillez y accesibilidad del equipo necesario 
(un láser o lámpara con filtro) podrían reducir el coste por paciente y el tiempo de 
hospitalización. Aunque todavía no ha sido aprobada para uso clínico, la PCI está siendo 
evaluada en ensayos clínicos con resultados prometedores [23,24]. 

Si bien la mayoría de estudios sobre PCI se centran en la liberación de fármacos 
anticancerígenos, esta tecnología también ha demostrado ser exitosa en la liberación de 
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otras moléculas, como proteínas, plásmidos y oligonucleótidos [14,15,25]. Por ejemplo, 
la eficiencia de silenciamiento del siRNA ha sido mejorada tanto in vitro como in vivo 
[5,14]. Sin embargo, aunque una fracción significativa de las moléculas secuestradas se 
liberan al citosol después de la PCI, algunos de los fármacos también pueden 
fotooxidarse debido a su localización cerca de las membranas de las vesículas 
endocíticas donde se forma el oxígeno singlete [26]. Esto parece ser una limitación en la 
terapia génica cuando el transportador del gen es lipofílico y por eso se localiza cerca de 
las membranas [27]. Sin embargo, con el uso de vectores más hidrofílicos, el efecto de 
la PCI parece ser más consistente. Este es el caso de nanotransportadores poliméricos 
catiónicos, como los basados en PEI, poliarginina, dendrímeros de poliamidoamina 
(PAMAM) y nanogeles de dextrano catiónicos [26,28]. No obstante, en algunos casos 
concretos también se ha observado una mejora sustancial en el nivel de silenciamiento 
al usar algunos agentes de transfección lipídicos como la Lipofectamina® 2000 [5,14] o 
el jetSI® [29]. 

El estudio de colocalización incluido en el capítulo 5 demostró que cuando las células 
HeLa son tratadas con nanocápsulas cargadas de siRNA, este se encuentra 
principalmente atrapado en lisosomas y mitocondrias y esta podría ser la razón por la 
cual no se logra un efecto de silenciamiento génico notable. El objetivo de este capítulo 
era combinar el tratamiento de las siRNA-NCs con la PCI para liberar el siRNA al citosol, 
tratando de mejorar así la eficacia del silenciamiento génico.  

La meso-tetrafenilporfina disulfonada (TPPS2a) es el fotosensibilizador con destino 
endolisosomal utilizado en estos experimentos y se ha usado frecuentemente para 
estudios in vitro de PCI durante los últimos años, demostrando una gran eficiencia 
[18,26]. También, otro fotosensibilizador dirigido a las mitocondrias, llamado BPD-MA 
por ser un derivado de la benzoporfirina, ha sido utilizado en este estudio para tratar de 
liberar el siRNA de las mitocondrias al citosol. Este enfoque es muy innovador ya que el 
uso de BPD-MA sólo ha sido descrito para la terapia fotodinámica (PDT), pero nunca 
para la internalización fotoquímica (PCI). Todavía no está claro el mecanismo por el cual 
las reacciones fotoquímicas provocan la ruptura de la membrana endolisosomal [18], 
por lo que se hipotetizó que el daño ocasionado por el BPD-MA en la mitocondria 
también podría conllevar la desestabilización de la membrana mitocondrial y la 
liberación de su contenido al citosol, lo que constituiría una variante del tratamiento PCI 
estándar. La Figura 2 muestra las estructuras químicas de los fotosensibilizadores 
utilizados. 



Capítulo 6 

196 
 

 
Figura 2. Estructuras químicas de los fotosensibilizadores TTPS2a (izquierda) y BPD-MA (derecha). 

Como ya se explicó, el uso de fotosensibilizadores va asociado a una alta citotoxicidad 
debida a la producción de especies ROS [29]. Sin embargo, el objetivo de la PCI es lograr 
la liberación sin causar una muerte significativa de células [14,18]. Por lo tanto, se 
requiere una optimización muy cuidadosa de las condiciones del tratamiento, 
especialmente la cantidad de fotosensibilizador y la dosis de luz. La dosis de luz hace 
referencia a la cantidad de luz que recibe la muestra por unidad de superficie y depende 
de la intensidad de la lámpara y del tiempo de irradiación. 

Para el trabajo incluido en este capítulo se han utilizado las NCs de quitosano y de 
xantano cargadas de siRNA descritas en el capítulo 5 y se ha combinado su tratamiento 
en células HeLa con un tratamiento de PCI dirigido a la liberación del siRNA de los 
endolisosomas, por un lado, y de las mitocondrias, por otro lado. En primer lugar, se 
optimizaron algunos parámetros clave (dosis de luz, longitud de onda de la lámpara, 
concentración de fotosensibilizador (PS) y concentración de NCs) para establecer unas 
condiciones de tratamiento que no causaran una citotoxicidad elevada. El siguiente paso 
fue evaluar mediante citometría de flujo si el tratamiento de PCI mejoraba la eficiencia 
del silenciamiento génico, comparando muestras tratadas y no tratadas. Para un mejor 
análisis de los resultados, se realizaron estudios de microscopía confocal para analizar si 
el siRNA había sido liberado de los lisosomas y las mitocondrias después del 
fototratamiento.  

Este trabajo ha sido realizado bajo la supervisión de la Dra. Pilar Acedo Núñez durante 
una estancia de tres meses en el Institute for Liver and Digestive Health del University 
College London. 
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2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.1. Tratamiento de PCI dirigido a endolisosomas 

2.1.1. Citotoxicidad del fotosensibilizador TPPS2a 

Como se explicó en el capítulo 5, el gen que se pretende silenciar en este trabajo es el 
gen de la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) y por ello se han 
utilizado células HeLa (adenocarcinoma de cérvix) modificadas genéticamente para 
expresar la proteína GFP (HeLa-GFP) como línea celular modelo.  

Con el fin de seleccionar una concentración apropiada para los siguientes 
experimentos, se sembraron células HeLa-GFP y, 24 horas después, se incubaron 
durante 18 horas con el fotosensibilizador TPPS2a en un rango de concentraciones de 
entre 0.025 y 0.4 µg/mL. Tras un lavado para eliminar el exceso de TPPS2a, las células se 
mantuvieron en el incubador durante 4 horas (en medio de cultivo sin 
fotosensibilizador), antes de ser irradiadas con luz azul a 435 nm. Este procedimiento 
asegura que una baja cantidad de fotosensibilizador (PS) se localice en la membrana 
plasmática en el momento de la exposición a la luz y que una cantidad mayor se localice 
en las vesículas endocíticas [19]. Se aplicaron diferentes tiempos de irradiación para 
evaluar también la influencia de la dosis de luz. Irradiaciones de 3, 5 ó 7 minutos con la 
lámpara utilizada corresponden a dosis de luz de 1.3, 2.1 y 2.9 J/cm2, respectivamente. 
Se utilizaron células HeLa-GFP no irradiadas como control negativo para comprobar que 
el PS no afecta a la viabilidad celular cuando no se combina con la luz. En la Figura 3 se 
reporta la viabilidad celular evaluada mediante MTT 48 h después del tratamiento con 
distintas concentraciones de PS y distintos tiempos de irradiación. 

 
Figura 3. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser tratadas con TPPS2a e irradiadas durante distintos 
tiempos. 
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Como se esperaba, sólo cuando las células que han internalizado el PS son irradiadas 
se activa la generación de ROS y se produce citotoxicidad. Una desventaja de la 
tecnología PCI es que es más efectiva con dosis de luz elevadas que resultan ser más 
citotóxicas [25,30], lo cual es favorable cuando el objetivo es matar células tumorales 
pero no para otras aplicaciones en las que no se desea la muerte celular, como en este 
caso. En la gráfica se puede apreciar que el grado de citotoxicidad en este caso depende 
más de la concentración de TPPS2a que del tiempo de iluminación, lo que permite fijar 
la concentración no citotóxica más alta posible y variar el tiempo de iluminación hasta 
maximizar el efecto del tratamiento. La concentración de TPPS2a seleccionada para los 
siguientes experimentos fue de 0.1 µg/mL porque a esta concentración, después de la 
irradiación, la viabilidad celular se encontraba entre el 70 y el 80 %, lo que significaba 
que el fototratamiento estaba ejerciendo efecto sobre las células sin causar demasiada 
toxicidad. 

2.1.2. Citotoxicidad de TPPS2a combinado con NCs 

Para verificar que la concentración de TPPS2a y dosis de luz seleccionadas no 
resultaban demasiado tóxicas cuando se combinaba la PCI con el tratamiento de NCs, se 
incubaron las células con NCs de quitosano (CS) y de xantano (XN) cargadas de siRNA 
(siRNA-NCs) a una concentración alta de nanocápsulas (150 µg/mL) y a una 
concentración baja (25 µg/mL) y se comparó la viabilidad celular a las 48 h, con y sin el 
tratamiento de PCI de 3 min ó de 7 min (Figura 4). Las células se dejaron en contacto 
con las NCs durante 4 h (el mismo tiempo de incubación que en todos los experimentos 
de silenciamiento anteriores, ver capítulo 5), aprovechando el lapso de tiempo desde la 
retirada del TPPS2a del medio hasta el momento de la irradiación, tal y como 
recomiendan Berg (uno de los inventores de la tecnología PCI) y colaboradores [19]. Las 
NCs no internalizadas fueron retiradas del medio a través de lavados con PBS justo antes 
de la irradiación. Como control se incluyeron células no incubadas con NCs, tratadas o 
no con PCI. 
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Figura 4. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser incubadas con NCs de quitosano (CS) o de xantano (XN) 
cargadas de siRNA y tratadas o no con PCI. El tratamiento de PCI consistió en la adición de TPPS2a e 
irradiación durante 3 min (a) o 7 min (b). 

Como se puede apreciar en las gráficas, la adición de las NCs no altera de forma 
importante la citotoxicidad generada por el fototratamiento.  

En el caso del fototratamiento de 3 minutos, en ausencia de NCs no se observa 
citotoxicidad debida a la PCI ya que la viabilidad celular de las muestras tratadas con PCI 
(90-100 %) es similar a la del control no tratado ni con PCI ni con NCs. Esta elevada 
viabilidad celular se mantiene también en presencia de NCs a baja concentración, con o 
sin tratamiento de PCI. Cuando se añaden NCs a alta concentración y se aplica la PCI, la 
viabilidad disminuye ligeramente hasta un 80-85 % (83 % para las NCs de xantano y 82 
% para las NCs de quitosano), pero esta leve disminución no se debe a la combinación 
de NCs y fototratamiento, ya que sin el fototratamiento también está cerca de este valor 
(85-90 %). Estos datos confirman una vez más que las concentraciones de NCs 
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seleccionadas no generan citotoxicidad en este sistema y son apropiadas para continuar 
este estudio. 

Por otro lado, después de 7 minutos de irradiación la viabilidad celular disminuye hasta 
el 60 %, pero esto ocurre tanto en el control sin NCs como en todas las muestras 
incubadas con NCs, lo que indica que en este caso tampoco aumenta la citotoxicidad al 
combinar el tratamiento de PCI con el de NCs.  

La diferencia de viabilidad obtenida al aumentar el tiempo de irradiación de 3 min (90 
% viabilidad) a 7 min (60 % viabilidad) refleja el aumento de especies ROS producidas 
por el PS y es clave porque va a permitir modular la intensidad del tratamiento según las 
necesidades. En consecuencia, para los siguientes experimentos se priorizaron las 
irradiaciones de 3 minutos para minimizar la citotoxicidad y se aumentó el tiempo hasta 
7 minutos sólo cuando fue necesario. Sobre la base de estos resultados, se seleccionó la 
concentración más alta de NCs (150 µg/mL) para así reproducir las concentraciones de 
los experimentos de silenciamiento realizados anteriormente (capítulo 5) y se decidió 
mantener la concentración de PS seleccionada (0.1 µg/mL). 

2.1.3. Silenciamiento de GFP tras el tratamiento con NCs y PCI 

Una vez establecidas las condiciones para los experimentos, se analizó si el 
tratamiento de PCI con el fotosensibilizador TPPS2a, dirigido a endolisosomas, producía 
la liberación del siRNA de estas vesículas celulares y mejoraba el silenciamiento génico 
de la GFP.  

Se siguió el mismo procedimiento que durante los ensayos de silenciamiento llevados 
a cabo en el apartado 2.3.1. del capítulo 5, con la diferencia de que en este caso el 
tratamiento con siRNA-NCs se combinó con la PCI. Las células tratadas mediante PCI 
fueron incubadas con 0.1 µg/mL de TPPS2a e irradiadas durante 3 minutos. Las células 
no tratadas con PCI no se incubaron con el fotosensibilizador y no se irradiaron, pero sí 
fueron incubadas con siRNA-NCs de quitosano y xantano a 150 µg/mL para confirmar 
los resultados obtenidos en el laboratorio de Zaragoza y evaluar la potencial mejoría tras 
la combinación de tratamientos. Como control se incluyeron células no incubadas con 
NCs, y se trataron o no con PCI (0.1 µg/mL de TPPS2a e irradiación de 3 minutos). El 
silenciamiento de GFP se analizó 48 y 72 h después del tratamiento con NCs mediante 
citometría de flujo (Figura 5).  
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Figura 5. Silenciamiento de GFP 48h (a) o 72h (b) después de la incubación con NCs de quitosano (CS) o 
de xantano (XN) cargadas de siRNA dirigido contra GFP (GFP) o sin diana específica (C-) y el tratamiento 
de PCI con irradiación de 3 minutos. 

Las gráficas representan el porcentaje de GFP expresada por las células. La intensidad 
de fluorescencia de las NCs cargadas de siRNA inespecífico (C- siRNA-NCs) fue tomada 
como 100 % para normalizar la intensidad de fluorescencia de las NCs cargadas de siRNA 
específico de GFP (GFP siRNA-NCs). En el caso de las NCs de xantano (XN) no se detecta 
nada de silenciamiento génico, ya que se mantiene el 100 % de expresión de GFP con y 
sin fototratamiento. En el caso de las NCs de quitosano (CS), se observa un pequeño 
efecto de silenciamiento (89 % a las 48 h y 91 % a las 72 h). Estos datos concuerdan con 
el rango de expresión de GFP detectado en los estudios previos llevados a cabo en 
Zaragoza (70-90 %). Sin embargo, el fototratamiento de 3 min no consigue mejorar la 
eficiencia de silenciamiento. Los resultados a las 48 h y 72 h fueron muy similares. Por 
ello, se decidió aumentar el tiempo de irradiación a 7 minutos para llevar al máximo la 
intensidad del tratamiento y se evaluó el silenciamiento a las 48 h (Figura 6). 
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Figura 6. Silenciamiento de GFP 48h después de la incubación con NCs de quitosano (CS) o de xantano 
(XN) cargadas de siRNA dirigido contra GFP (GFP) o sin diana específica (C-) y el tratamiento de PCI con 
irradiación de 7 minutos 

Debido a la variabilidad entre experimentos asociada al uso de cultivos celulares, 
además de las muestras tratadas con PCI se volvieron a analizar las muestras no tratadas 
para que todas las muestras sufrieran el mismo proceso experimental en paralelo. 
Aunque las NCs de xantano seguían sin provocar ningún efecto de silenciamiento, en las 
células tratadas con NCs de quitosano se obtuvieron valores de expresión de GFP algo 
más bajos (75 %) que en el experimento anterior. Sin embargo, el tratamiento de PCI no 
mejoró la eficiencia del silenciamiento tras aumentar la irradiación a 7 minutos. Es 
importante señalar que tampoco en el caso de la transfección del siRNA con 
Lipofectamina® (LPF, control positivo) mejoró el silenciamiento al aplicar el 
fototratamiento. La expresión de GFP disminuye hasta el 40 %, pero no hay una 
diferencia considerable entre las muestras tratadas con PCI y las no tratadas.  

En conclusión, el tratamiento de PCI con TPPS2a estaba ejerciendo cierto efecto sobre 
las células porque la viabilidad celular después de la irradiación disminuía hasta un 60 % 
al irradiar 7 minutos, pero este efecto no disminuyó la expresión de GFP. Teniendo en 
cuenta estos resultados, la cuestión clave era averiguar si el fototratamiento era capaz 
de mejorar la liberación del contenido endolisosomal al citosol pero la funcionalidad del 
siRNA estaba dañada y por eso no disminuía la expresión de GFP, o si directamente no 
se producía la liberación del siRNA de las vesículas. Esta cuestión fue investigada 
mediante microscopía confocal para evaluar si el siRNA seguía colocalizando o no con 
los lisosomas después del tratamiento de PCI. 

2.1.4. Colocalización del siRNA con lisosomas tras el fototratamiento 

Para observar si el siRNA realmente estaba siendo liberado de los lisosomas, se realizó 
un análisis mediante microscopía confocal. Como en el estudio anterior de 
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colocalización (capítulo 5), se utilizaron células HeLa (que no expresaban GFP) para dejar 
el canal verde disponible para el marcaje de los lisosomas con LysoTracker® Green. En 
este caso, el estudio se centró en la localización del siRNA y no de las NCs, ya que el 
objetivo principal es conseguir que la molécula activa llegue a su sitio de acción, con o 
sin su transportador.  

Las células fueron tratadas con el fotosensibilizador, incubadas durante 4 h con las NCs 
recubiertas de quitosano y xantano cargadas con el siRNA-Cy3 (rojo) e irradiadas 
durante 7 minutos. Después, se marcaron los lisosomas y se tomaron imágenes en un 
microscopio confocal (Figura 7 y Figura 8). A modo de comparativa, se utilizaron células 
incubadas con NCs pero que no habían sido tratadas con PCI. Además, se comprobó que 
el PS no emitía fluorescencia detectable con los lásers y filtros utilizados y que el patrón 
de fluorescencia de las células incubadas con NCs no variaba cuando sólo se les aplicaba 
una de las partes del tratamiento de PCI (luz o PS).   

 
Figura 7. Colocalización del siRNA-Cy3 (rojo) transfectado en células HeLa por NCs de quitosano con los 
lisosomas marcados con LysoTracker® Green (verde), tras la aplicación o no del tratamiento de PCI con 
TPPS2a y luz. Imágenes adquiridas mediante microscopía confocal.  
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Figura 8. Colocalización del siRNA-Cy3 (rojo) transfectado en células HeLa por NCs de xantano con los 
lisosomas marcados con LysoTracker® Green (verde), tras la aplicación o no del tratamiento de PCI con 
TPPS2a y luz. Imágenes adquiridas mediante microscopía confocal.  

En las células no tratadas con PCI de la Figura 7 y Figura 8 se pueden observar puntos 
amarillos de colocalización, que indican que parte del siRNA transfectado por las NCs de 
quitosano y de xantano se encuentra en los lisosomas, lo que corrobora los resultados 
del estudio anterior de colocalización, incluido en el apartado 2.4.2. del capítulo 5. Por 
el contrario, después del tratamiento de PCI todos los lisosomas aparecen marcados en 
verde en vez de amarillo, lo que sugiere que el siRNA que se encontraba en lisosomas 
ha sido liberado. Estas observaciones fueron corroboradas mediante análisis 
cuantitativo de la colocalización (Figura 9).  
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Figura 9. Análisis cuantitativo de la colocalización mediante determinación del Coeficiente de 
correlación de Pearson (PCC) entre los lisosomas marcados con LysoTracker® Green y el siRNA-Cy3 
transfectado con NCs de quitosano o de xantano en células HeLa, después de ser sometidas o no al 
tratamiento de PCI. Los valores representados son el promedio y desviación estándar del PCC calculado 
a partir del análisis de 15-20 células por muestra. Los asteriscos señalan las diferencias estadísticamente 
significativas (****, P < 0.0001, prueba t de Student desapareada). 

La gráfica representa el coeficiente de correlación de Pearson (PCC) entre los 
lisosomas y el siRNA transfectado con NCs de quitosano y de xantano. Las muestras no 
tratadas con PCI, poseen un PCC relativamente elevado (0.68 para el siRNA transfectado 
con NCs de quitosano y 0.74 para el transfectado con NCs de xantano), reproduciendo 
con gran similitud los valores obtenidos en el estudio de colocalización realizado en la 
Universidad de Zaragoza. Tras el tratamiento con PCI, el PCC disminuye 
significativamente (0.37 para el siRNA transfectado con NCs de quitosano y 0.38 para el 
transfectado con NCs de xantano), lo que demuestra la efectividad de este tratamiento 
para liberar el siRNA de los lisosomas.  

Estos resultados permiten concluir que el fototratamiento está aumentando la 
liberación de siRNA de los lisosomas, tal y como se esperaba, por lo que debe haber otra 
razón que explique por qué no mejora la eficiencia del silenciamiento génico. Es posible 
que las especies ROS generadas por el fotosensibilizador reaccionen con el siRNA 
afectando su funcionalidad. De hecho, esta es una de las limitaciones actuales de la 
tecnología PCI en terapia génica y ocurre principalmente cuando el nanotransportador 
es lipofílico y se sitúa cerca de la membrana endosomal donde se forman las especies 
ROS, provocando la fotoxidación del fármaco transportado [26]. Teniendo en cuenta que 
las NCs poseen componentes anfifílicos, esta podría ser la causa de la ineficacia del 
tratamiento de PCI en este caso. Otra posibilidad es que la nanocápsula o alguno de sus 
componentes permanezca asociado al siRNA, incluso tras ser liberado de los lisosomas, 
y esté dificultando su incorporación al complejo multiproteico RISC, un paso clave para 
que se produzca el silenciamiento génico.  
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Este trabajo ha sido una primera aproximación al uso de la tecnología PCI para liberar 
el siRNA de los lisosomas. No obstante, en trabajos futuros sería interesante profundizar 
en aspectos relacionados con la localización del propio nanotransportador, para saber 
si se sitúa cerca de la membrana lisosomal, si también consigue escapar de los lisosomas 
al aplicar la PCI y si continúa asociado al siRNA o se separan para que este pueda ejercer 
su función. 

2.2. Tratamiento de PCI dirigido a mitocondrias 

Como el tratamiento de PCI dirigido a endolisosomas no funcionó como se esperaba, 
y sabiendo que parte del siRNA se podía encontrar retenido en las mitocondrias, se 
decidió intentar liberarlo utilizando un fotosensibilizador dirigido a mitocondrias. El 
fotosensibilizador seleccionado fue el BPD-MA (del inglés Benzoporphyrin Derivative 
Monoacid Ring A), también llamado verteporfina y comercializado en la Unión Europea 
bajo el nombre de Visudyne© desde el año 2000 para su uso en terapia fotodinámica 
[31,32]. El uso de fotosensibilizadores dirigidos a mitocondria para liberar su contenido 
al citosol mediante PCI representa una estrategia innovadora todavía no documentada. 

2.2.1. Citotoxicidad del fotosensibilizador BPD-MA y combinación con NCs 

A diferencia del fotosensibilizador TPPS2a, el BPD-MA se activa con luz roja (600-700 
nm). Dado que disponíamos de dos lámparas que emitían luz roja a diferentes longitudes 
de onda (630 nm y 670 nm), la primera optimización del tratamiento consistió en 
seleccionar la longitud de onda más efectiva y una concentración de PS que causara baja 
citotoxicidad. Se sembraron células HeLa-GFP y al día siguiente se incubaron durante 90 
min con el fotosensibilizador BPD-MA en un rango de concentraciones entre 0.025 y 0.4 
µM. Tras un lavado para eliminar el exceso de BPD-MA, las células fueron irradiadas a 
630 ó 670 nm manteniendo constante la dosis de luz (2.5 J/cm2). Esta dosis de luz fue 
seleccionada en base a estudios previos realizados por la Dra. Pilar Acedo y correspondía 
a tiempos de irradiación de 5 min 52 s con la lámpara a 630 nm y 1 min 15 s con la 
lámpara a 670 nm (debido a las distintas intensidades de las lámparas). La viabilidad 
celular fue evaluada mediante MTT 48 h después de la irradiación (Figura 10). 
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Figura 10. Viabilidad de células Hela-GFP tras ser tratadas con BPD-MA e irradiadas a distintas 
longitudes de onda. 

La irradiación a 630 nm demostró ser ligeramente más efectiva que a 670 nm. Se 
seleccionó una concentración de 0.1 µM de BPD-MA y la lámpara a 630 nm para realizar 
los siguientes experimentos. Estas condiciones garantizan que el fototratamiento sea 
efectivo, pero sin llegar a ser demasiado toxico para las células (viabilidad del 80%). 

De la misma forma que se hizo con el TPPS2a, para verificar que la concentración de 
BPD-MA y la dosis de luz seleccionada no resultaban demasiado tóxicas cuando se 
aplicaba la PCI en presencia de siRNA-NCs, se probaron una concentración alta de 150 
µg/mL y una concentración más baja de 25 µg/mL y se comparó la viabilidad celular 
mediante MTT a las 48 h, con y sin el tratamiento de PCI (Figura 11). En este caso, 
primero se efectuó el tratamiento con las NCs durante 4 h y, después de retirar las NCs 
no internalizadas, se incubó el BPD-MA durante 90 min, para irradiar las células después 
de su retirada, ya que con el BPD-MA es importante que la irradiación se lleve a cabo 
justo al finalizar la incubación para asegurar la eficiencia óptima del fototratamiento.  
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Figura 11. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser incubadas con NCs de quitosano (CS) o de xantano 
(XN) cargadas de siRNA y tratadas o no con PCI utilizando el fotosensibilizador BPD-MA. 

A diferencia del tratamiento con TPPS2a, la citotoxicidad aumenta cuando el 
tratamiento con BPD-MA se combina con las NCs, pero la viabilidad se mantiene por 
encima del 60 %, por lo que se utilizaron las mismas condiciones para los siguientes 
experimentos (150 µg/mL de NCs, 0.1 µM BPD-MA e irradiación de 5 min 52 seg a 630 
nm). 

2.2.2. Silenciamiento de GFP tras el tratamiento con NCs y PCI  

En este caso, el objetivo de estos experimentos era analizar si el tratamiento de PCI 
con el fotosensibilizador BPD-MA dirigido a mitocondrias mejoraba el silenciamiento 
génico de las NCs, de forma que disminuyera la expresión de GFP. Las células fueron 
tratadas con siRNA-NCs y PCI siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 
anterior (150 µg/mL de NCs, 0.1 µM BPD-MA e irradiación de 5 min 52 seg a 630 nm). 
Las células no tratadas con PCI, utilizadas como referencia de partida, no se incubaron 
con el fotosensibilizador y no se irradiaron, pero sí fueron tratadas con NCs para evaluar 
la potencial mejoría tras la combinación de los dos tratamientos (excepto el control no 
transfectado). El silenciamiento de GFP se analizó 48 h después de los tratamientos 
(Figura 12). 
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Figura 12. Silenciamiento de GFP 48h después de la incubación con NCs de quitosano (CS) o de xantano 
(XN) cargadas de siRNA y el tratamiento de PCI con BPD-MA. 

Los resultados fueron muy similares a los obtenidos con el tratamiento de PCI dirigido 
a endolisosomas. En el caso de las NCs de quitosano, la expresión de GFP baja a un 76 
%, lo que demuestra la reproducibilidad de los experimentos anteriores, llevados a cabo 
tanto en Londres como en Zaragoza, pero el tratamiento con PCI no disminuye más la 
expresión de GFP. En el caso de las NCs de xantano no se observa ningún efecto de 
silenciamiento génico, con o sin tratamiento. 

De la misma forma que se hizo con el tratamiento dirigido a endolisosomas, para 
completar el estudio de PCI dirigido a mitocondrias era importante saber si el 
fototratamiento estaba siendo capaz de liberar el siRNA de las mitocondrias o 
continuaba atrapado allí y por eso no mejoraba el silenciamiento génico. Para averiguar 
si el siRNA seguía colocalizando o no con las mitocondrias después del tratamiento de 
PCI, se utilizó la microscopía confocal. 

2.2.3. Colocalización del siRNA con mitocondrias tras el fototratamiento 

Como en el caso del estudio de liberación de los endolisosomas, para comprobar si el 
siRNA conseguía escapar de las mitocondrias se realizó un análisis mediante microscopía 
confocal de las células sometidas al tratamiento. Como en los estudios anteriores de 
colocalización, se utilizaron células HeLa (sin GFP) para dejar el canal verde disponible 
para el marcaje de las mitocondrias con MitoTracker® Green.  

Las células fueron incubadas con las NCs de quitosano y xantano cargadas con el 
siRNA-Cy3 durante 4 h, tratadas con el fotosensibilizador BPD-MA, e irradiadas. Después 
del tratamiento, se marcaron las mitocondrias y se tomaron imágenes en un 
microscopio confocal (Figura 13 y Figura 14). Como referencia, se utilizaron células 
incubadas con NCs pero que no habían sido tratadas con PCI. La colocalización entre 
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siRNA y mitocondrias fue cuantificada utilizando el Coeficiente de Correlación de 
Pearson (PCC) (Figura 15). 

 
Figura 13. Colocalización del siRNA-Cy3 (rojo), transfectado en células HeLa por NCs de quitosano, con 
las mitocondrias marcados con MitoTracker® Green (verde), tras la aplicación o no del tratamiento de 
PCI con BPD-MA y luz. Imágenes adquiridas mediante microscopía confocal. 
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Figura 14. Colocalización del siRNA-Cy3 (rojo), transfectado en células HeLa por NCs de xantano, con las 
mitocondrias marcados con MitoTracker® Green (verde), tras la aplicación o no del tratamiento de PCI 
con BPD-MA y luz. Imágenes adquiridas mediante microscopía confocal 

 
Figura 15. Análisis cuantitativo de la colocalización mediante determinación del Coeficiente de 
correlación de Pearson (PCC) entre las mitocondrias marcadas con MitoTracker® Green (verde) y el 
siRNA-Cy3 (rojo) transfectado con NCs de quitosano o de xantano en células HeLa, después de ser 
sometidas o no al tratamiento de PCI. Los valores representados son el promedio y desviación estándar 
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del PCC calculado a partir del análisis de 15-20 células por muestra. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas mediante la prueba t de Student desapareada (ns). 

Como se ha comentado anteriormente, la fluorescencia roja del siRNA transportado 
por las NCs presenta dos tipos de patrones de fluorescencia: en forma de puntos y en 
forma de fibras. Durante los experimentos de colocalización anteriores (ver capítulo 5 
apartado 2.4.2.) se demostró que la fluorescencia punteada corresponde 
principalmente a los lisosomas y la fibrilada a las mitocondrias.  

Sin el tratamiento de PCI, una moderada parte del siRNA (rojo) transfectado por las 
NCs de quitosano y de xantano colocaliza con las mitocondrias (verde), como puede 
observarse en la Figura 13 y la Figura 14. Sin embargo, después del tratamiento de PCI 
se sigue observando colocalización, lo que significa que todavía hay siRNA dentro de las 
mitocondrias. A diferencia del fototratamiento de endolisomas, no se observa una 
liberación clara del siRNA de las mitocondrias al citosol. 

Los valores del PCC (0.52 y 0.54 para las NCs de quitosano y de xantano, 
respectivamente) representados en la Figura 15 verifican la colocalización parcial en las 
mitocondrias, debida a que la fluorescencia del siRNA está distribuida entre lisosomas y 
mitocondrias. La ausencia de diferencias significativas entre el PCC de las muestras 
tratadas y no tratadas indica que, en este caso, el tratamiento de PCI no está 
produciendo ningún cambio en la distribución intracelular del siRNA, lo que explica por 
qué no se observaban diferencias en la eficiencia de silenciamiento después del 
tratamiento.  

3. CONCLUSIONES 

Los estudios de colocalización presentados en el capítulo 5 revelaron que el siRNA se 
encuentra parcialmente atrapado en los lisosomas y las mitocondrias, lejos de su sitio 
de acción (el citosol). Para favorecer la liberación del siRNA de estos compartimentos 
intracelulares al citosol se ha utilizado y optimizado la novedosa tecnología de 
internalización fotoquímica (PCI), basada en el uso de fotosensibilizadores. El 
fotosensibilizador TPPS2a ha sido utilizado para liberar el siRNA de los endolisosomas y 
se ha investigado una posible nueva aplicación del fotosensibilizador BPD-MA para la 
liberación del siRNA de las mitocondrias. Se han optimizado las condiciones del 
tratamiento combinado de siRNA-NCs y PCI para maximizar su efecto sin llegar a generar 
una elevada citotoxicidad.  

La eficiencia de silenciamiento obtenida con las NCs de quitosano y de xantano en el 
laboratorio de Londres es consistente con los resultados obtenidos previamente en el 
laboratorio de Zaragoza (capítulo 5), pero el tratamiento de PCI no la mejoró. En el caso 
del tratamiento dirigido a mitocondrias, el análisis de colocalización del siRNA con las 
mitocondrias reveló que el siRNA continuaba estando atrapado en estos orgánulos tras 
la PCI, lo que podría explicar la ausencia de efecto de este tratamiento. Sin embargo, en 
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el caso del tratamiento dirigido a endolisosomas, se detectó una notable liberación del 
siRNA de los lisosomas. El hecho de que la liberación del siRNA no se viera traducida en 
una mayor eficiencia de silenciamiento podría deberse a la fotooxidación del siRNA por 
las especies ROS generadas durante la reacción fotoquímica, que podría conducir a la 
pérdida de su funcionalidad, como ha sido descrito con otras biomoléculas y fármacos 
en la literatura. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que la funcionalidad del 
siRNA que llega al citosol esté impedida porque no consigue liberarse totalmente de la 
nanocápsula, lo que podría ser objeto de un interesante estudio futuro. 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Las secuencias de siRNA, la Lipofectamina®, el fluoróforo DiD, los marcadores de 
lisosomas y mitocondrias y las líneas celulares utilizadas en este capítulo han sido 
previamente referenciadas en el capítulo 5. 

El fotosensibilizador TPPS2a (meso-tetraphenylporphine disulphonic acid 
dihydrochoride, TPPS2 adjacent isomer) fue adquirido a Frontier Scientific Inc y el 
fotosensibilizador BPD-MA (comercializado como Visudyne) a Novartis pharma. El Sytox 
Blue fue comprado a ThermoFisher®. 

4.1.1. Tratamiento con NCs-siRNA, fotosensibilizadores y luz 

Tratamiento dirigido a endolisosomas. Se sembraron células HeLa-GFP en placas de 96 
pocillos a 5 000 células por pocillo (para análisis por MTT, 6 réplicas por muestra) o en 
placas de 24 pocillos a 20 000 células por pocillo (para análisis por citometría, 2 réplicas 
por muestra). Después de 24 horas, se añadió el fotosensibilizador TPPS2a en un rango 
de concentraciones de entre 0.025 y 0.4 µg/mL (en los experimentos de optimización) o 
a 0.1 µg/mL (en los experimentos finales) y se incubó durante 18 h. Tras retirar el 
TPPS2a, se añadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano a 25 ó 150 µg/mL (la 
concentración de siRNA correspondiente a 150 µg/mL de nanotransportador era: 47 nM 
(NCs CS GFP), 59 nM (NCs CS NT), 71 nM (NCs XN GFP) y 50 nM (NCs XN NT). Se añadió 
un control positivo de siRNA 10 nM transfectado con Lipofectamina® siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Tras 4 h de incubación, las células fueron lavadas 2 veces 
con PBS e iluminadas a 435 nm con una lámpara LumiSource de 7 mW/cm2 (PCI Biotech) 
durante 0, 3, 5 ó 7 minutos, correspondiendo a una dosis de luz de 0, 1.3, 2.1 y 2.9 J/cm2, 
respectivamente. Se mantuvieron las células en el incubador hasta el momento de ser 
analizadas. 

Tratamiento dirigido a mitocondrias. Se sembraron células HeLa-GFP en placas de 96 
pocillos a 5 000 células por pocillo (para análisis por MTT, 6 réplicas por muestra) o en 
placas de 24 pocillos a 20 000 células por pocillo (para análisis por citometría, 2 réplicas 
por muestra). Después de 24 horas, se añadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano a 
25 ó 150 µg/mL (la concentración de siRNA correspondiente a 150 µg/mL de 
nanotransportador era: 47 nM (NCs CS GFP), 59 nM (NCs CS NT), 71 nM (NCs XN GFP) y 
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50 nM (NCs XN NT)). Para el análisis por citometría, se añadió un control positivo de 
siRNA 10 nM transfectado con Lipofectamina® siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Tras 4 h de incubación, las células fueron lavadas 2 veces con PBS e incubadas 
durante 90 min con el fotosensibilizador BPD-MA en un rango de concentraciones de 
entre 0.025 y 0.4 µM (en los experimentos de optimización) o a 0.1 µM (en los 
experimentos finales). Después, se retiró el BPD-MA, se lavaron las células una vez con 
PBS y se irradiaron a 630 ó 670 nm con una lámpara LED Par 64 short (Showtec) o una 
lámpara LED Red 670 Device (Red Light Man), respectivamente, a una dosis de luz de 2.5 
J/cm2, correspondiendo a 5 min 52 seg y 1 min 15 seg, respectivamente. La irradiancia 
se estableció utilizando un medidor PM100A (Thorlabs). 

4.1.2. Ensayos MTT 

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular para determinar la citotoxicidad del 
tratamiento con las NCs, el fototratamiento, y la combinación de ambos, utilizando el 
ensayo colorimétrico de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT). 
48 h después de que las células fueran tratadas con NCs y/o luz (ver apartado anterior), 
el medio se reemplazó con la solución de MTT (0.5 mg/mL en DMEM). Después de 1 h 
de incubación, se eliminó el medio y los cristales formados se disolvieron en 150 µL de 
DMSO. La absorbancia a 570 nm se midió en un lector de placas Infinite 200PRO 
(Tecan®). La viabilidad celular relativa (%) se calculó utilizando la relación porcentual 
entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia del control. 

4.1.3. Citometría de flujo 

Para cuantificar el nivel de expresión de la GFP 48 h tras el tratamiento combinado de 
NCs y luz, se siguió el mismo procedimiento descrito en el apartado 4.1.1. con las 
variaciones indicadas a continuación. Tras ser levantadas y lavadas con PBS, las células 
fueron resuspendidas en 200 µL de PBS y marcadas con Sytox Blue. Las células se 
analizaron en un citómetro de flujo BDTM LSRII (BD Biosciences). Se registraron 10.000 
eventos por muestra y los datos se interpretaron utilizando el programa FlowJo 7.6. Para 
el análisis de expresión de GFP se obtuvo la mediana de la intensidad de fluorescencia 
(MFI) de las células vivas de cada muestra, descartando las células muertas con marcaje 
positivo para Sytox. Todas las muestras se prepararon y analizaron por duplicado. 

4.1.4. Microscopía confocal 

Análisis de colocalizacion con lisosomas. Se sembraron células HeLa (sin GFP) en 
portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®) a 10 000 células/pocillo. Después de 24 horas, se 
añadió el fotosensibilizador TPPS2a a 0.1 µg/mL y se incubó durante 18 h. Tras retirar el 
TPPS2a, se añadieron NCs de quitosano y xantano marcadas fluorescentemente con DiD 
y cargadas con siRNA-Cy3 a 150 µg/mL (correspondiendo a 67 ±10 nM siRNA-Cy3 en las 
NCs de quitosano y a 79 ±1 nM en las de xantano, estimado mediante electroforesis). 
Tras 4 h de incubación, las células fueron lavadas 2 veces con PBS e iluminadas a 435 nm 
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durante 7 minutos. Las células fueron incubadas con LysoTracker® a 100 nM durante 30 
minutos en el incubador y después observadas en el microscopio confocal.  

Análisis de colocalizacion con mitocondrias. Se sembraron células HeLa (sin GFP) en 
portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®) a 20 000 células/pocillo. Después de 24 horas, se 
añadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano marcadas fluorescentemente con DiD y 
cargadas con siRNA-Cy3 a 150 µg/mL (correspondiendo a 67 nM siRNA-Cy3 en las NCs 
de quitosano y a 79 nM en las de xantano). Tras 4 h de incubación, las células fueron 
lavadas 2 veces con PBS e incubadas durante 90 min con el fotosensibilizador BPD-MA 
a 0.1 µM. Después, se retiró el BPD-MA, se lavaron las células una vez con PBS y se 
irradiaron a 630 nm con una dosis de luz de 2.5 J/cm2 (5 min 52 seg). A modo de control, 
se incluyeron muestras no tratadas, tratadas con NCs o con el fotosensibilizador pero 
sin irradiar, tratadas con NCs y luz pero en ausencia de fotosensibilizador, y tratadas con 
el fotosensibilizador y luz pero en ausencia de NCs.  

A modo de control, se incluyeron muestras no tratadas, tratadas con NCs o con el 
fotosensibilizador pero sin irradiar, tratadas con NCs y luz pero en ausencia de 
fotosensibilizador, y tratadas con el fotosensibilizador y luz pero en ausencia de NCs. 
Para la adquisición de imágenes se utilizó un microscopio confocal Olympus IX 81, un 
objetivo 60X con aceite de inmersión y láseres a 488, 559 y 635 nm para excitar el 
Lysotracker® o MytoTracker®, el Cy3 y el DiD, respectivamente. Las imágenes fueron 
procesadas utilizando ImageJ y el análisis cuantitativo de la colocalización se realizó 
como en el apartado 4.6.4. 
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Capítulo 7 

Encapsulación de nanopartículas de oro en 
NCs de quitosano para administración oral 

 

 
1. INTRODUCCIÓN 

En los capítulos anteriores de esta tesis se ha investigado la encapsulación directa de 
ácidos nucleicos y otras moléculas. Además, las nanocápsulas también ofrecen la 
posibilidad de albergar en su interior nanopartículas de menor tamaño, que pueden ir 
conjugadas a un fármaco y actuar a su vez como nanotransportadores cuando sean 
liberados en el lugar de interés. Este enfoque supone enfrentarse a un nivel superior en 
cuanto a la complejidad del sistema de transporte con el fin de superar, a través de la 
encapsulación, algunas de las limitaciones de otros tipos de nanotransportadores. 
Concretamente, los nanotransportadores encapsulados en este trabajo han sido 
nanopartículas de oro (AuNPs), con el objetivo a largo plazo de unirlas a siRNA para que 
sean liberadas de la cápsula junto con la biomolécula y silencien el gen diana.  

En este capítulo se ha optimizado la encapsulación de AuNPs recubiertas de PEG (sin 
siRNA) como primera etapa del futuro desarrollo de un nanotransportador híbrido 
cargado con siRNA. La futura unión del siRNA podría realizarse directamente sobre la 
superficie de la AuNP mediante un enlace entre un átomo S de una molécula tiolada de 
siRNA y un átomo de Au de la superficie de la AuNP o bien al recubrimiento de PEG 
mediante un enlace covalente entre un grupo funcional del extremo libre del PEG y otro 
presente en uno de los extremos de la molécula de siRNA, por ejemplo PEG-COOH y 
NH2-siRNA. Para unir el siRNA mediante el primer método, sería necesario que quedara 
espacio libre en la superficie de la AuNP, por lo que un recubrimiento parcial de PEG 
sería la condición idónea, mientras que para unirlo mediante el segundo método sería 
más ventajoso un recubrimiento total de la superficie con PEG para así disponer de más 
grupos funcionales. Por estas razones, en este trabajo se han estudiado recubrimientos 
de PEG a distintas saturaciones de superficie y se ha evaluado cuál de ellas es más 
favorable para el proceso de encapsulación, lo que servirá como referencia para un 
futuro estudio con AuNPs funcionalizadas con siRNA. 
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Las AuNPs han mostrado un gran potencial en una variedad de aplicaciones 
biomédicas, entre ellas la terapia fototérmica [1], la imagen optoacústica [2], la 
espectroscopía Raman de superficie mejorada (SERS) [3] y la administración de fármacos 
[4]. No obstante, todavía no se ha aprobado ningún tratamiento clínico con AuNPs e 
incluso el número de ensayos clínicos con AuNPs es limitado [4]. Esta falta de traslación 
de la investigación a la clínica se debe principalmente a la escasez de conocimientos 
sobre la biocompatibilidad de las AuNPs a largo plazo, junto con las numerosas 
dificultades asociadas con su administración [5]. 

A pesar de que la mayor parte de la investigación actual sobre AuNPs para aplicaciones 
biomédicas está enfocada hacia la administración intravenosa, se han realizado algunos 
estudios dirigidos hacia una administración oral. La administración oral suele ser 
preferible a otras vías de administración, porque al ser un tratamiento no invasivo suele 
tener una alta aceptación por parte del paciente, un buen grado de cumplimiento a largo 
plazo y posibilita la cómoda administración de dosis múltiples [6,7]. No obstante, 
también existen desafíos para lograr la administración oral de los fármacos y sus 
nanotransportadores, como la variación del pH (muy ácido en el estómago y menos en 
el intestino [8]), la presencia de enzimas y la barrera intestinal para la absorción del 
fármaco [9]. 

La mayoría de los estudios sobre AuNPs para administración oral exploran la 
biocompatibilidad, la absorción y la biodistribución de las AuNPs tras la administración 
oral [3,7,10–12]. Es importante destacar que mediante esta vía de administración las 
AuNPs no mostraron toxicidad aguda in vivo [13–15], pero se describieron efectos 
secundarios menores asociados con la activación del sistema inmunológico [16,17] y el 
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina [14]. Desafortunadamente, también se 
ha observado que las AuNPs administradas por vía oral aparecen en gran medida en el 
contenido fecal sin haber sido absorbidas por el intestino [18]. Además, la excreción 
fecal también es indicativa de la agregación de las AuNPs y de la pérdida de 
funcionalidad causada por el entorno gástrico durante la digestión. En consecuencia, es 
crucial desarrollar estrategias novedosas para proteger y aumentar la absorción de las 
AuNPs y así facilitar su aplicación como nanotransportadores mediante administración 
oral. 

La encapsulación de AuNPs en nanocápsulas de quitosano podría aumentar su 
absorción intestinal y a la vez mejorar su biocompatibilidad. Como se describió en el 
capítulo 2, el quitosano es un polisacárido biocompatible [19–24] y está actualmente 
aprobado por la FDA para uso dietético [9,25].  El amplio éxito del quitosano en el campo 
de la administración oral se debe principalmente a sus propiedades mucoadhesivas, 
derivadas de los grupos amino presentes en su estructura, que aumentan el tiempo de 
retención en el intestino y facilitan su absorción [26]. Además, también se ha reportado 
que el quitosano es capaz de abrir las uniones estrechas del epitelio intestinal, 
facilitando el transporte paracelular de los fármacos [9]. 
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A menudo se utilizan recubrimientos poliméricos para mejorar la estabilidad, 
biocompatibilidad y biodisponibilidad de las nanopartículas inorgánicas [27–31]. 
Algunos sistemas híbridos de AuNPs recubiertas con quitosano han sido previamente 
empleados para aumentar la absorción intestinal de las AuNPs [7,12]. Sin embargo, 
hasta donde sabemos sólo dos artículos han reportado la posibilidad de encapsular 
AuNPs en nanotransportadores basados en quitosano [32,33]. Aunque en la literatura 
sobre nanopartículas inorgánicas a menudo se utiliza el término “encapsulación” como 
sinónimo de “recubrimiento”, es importante distinguir ambos conceptos. En este 
capítulo la encapsulación implica el atrapamiento de una o varias nanopartículas dentro 
de una misma cápsula, a diferencia del recubrimiento entendido como modificación de 
la superficie de cada una de las nanopartículas de forma individual. La encapsulación de 
AuNPs ofrece varias ventajas, como una mayor protección frente a la agregación, una 
mejor adhesión celular, una liberación sostenida y la posibilidad de co-encapsular varios 
fármacos o componentes activos [24,34,35]. 

Ante la necesidad de desarrollar nuevos transportadores para proteger y aumentar la 
absorción de las AuNPs durante la administración oral, en este trabajo se han diseñado 
y comparado distintas estrategias sintéticas para la obtención de NCs cargadas de AuNPs 
(Figura 1).  

 
Figura 1. Optimización de la estrategia de encapsulación de nanopartículas de oro y ventajas clave del 
nanomaterial híbrido final para la administración oral. 

En este capítulo se investigan varias aproximaciones para encapsular AuNPs de 14 nm 
de diámetro dentro de NCs de quitosano. Se ha analizado el efecto de la interacción 
entre los componentes de estas NCs y las AuNPs para optimizar la metodología de 
encapsulación, concretamente la fase de encapsulación a la que se pueden añadir las 
AuNPs durante la síntesis de las NCs. La eficiencia de encapsulación de las AuNPs se ha 
evaluado en función del recubrimiento de la superficie de las AuNPs, incluyendo 
diferentes saturaciones de recubrimiento y grupos funcionales. Después, las NCs 
híbridas de oro-quitosano optimizadas mediante este enfoque han sido investigadas 
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para determinar por una parte su estabilidad y capacidad para proteger a las AuNPs 
frente a la agregación bajo condiciones gastrointestinales simuladas, y por otra su 
biocompatibilidad y su internalización en células colorrectales.  

2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Este trabajo forma parte de una colaboración con el investigador predoctoral Álvaro 
Artiga Folch y el Dr. Scott Mitchell, en el marco del proyecto Nanogram. Álvaro llevó a 
cabo la síntesis y funcionalización de las AuNPs utilizadas en este capítulo. 

2.1. Optimización de la encapsulación de AuNPs 

Las nanopartículas esféricas de oro de 14 nm de diámetro seleccionadas para este 
estudio se eligieron porque pueden ser fácilmente funcionalizadas con diferentes 
moléculas y a diferentes densidades de cobertura. Esto las convierte en excelentes 
modelos de las diferentes cargas superficiales y grupos funcionales que las AuNPs 
podrían exhibir cuando se funcionalicen con PEG y siRNA en el futuro. En este apartado 
se han utilizado AuNPs recubiertas únicamente con PEG. La caracterización de las AuNPs 
por microscopía electrónica de transmisión (TEM) se muestra en la Figura 2.  

 
Figura 2. Imagen de TEM de las nanopartículas de oro esféricas de 14 ± 2 nm utilizadas para la 
encapsulación. 

Las AuNPs han sido encapsuladas en nanotransportadores de quitosano para 
protegerlas y aumentar su biodisponibilidad para una futura aplicación oral. El proceso 
sintético para la obtención de las NCs, previamente desarrollado para la encapsulación 
de fármacos hidrofóbicos [35] y de ácidos nucleicos, ha sido adaptado y optimizado para 
la encapsulación de nanopartículas hidrofílicas de oro, lo que demuestra la gran 
versatilidad de estas NCs para encapsular tanto moléculas simples como pequeñas 
nanopartículas, ya sea con propiedades hidrofóbicas o hidrofílicas.  
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Como se ha explicado en detalle en el capítulo 2, la síntesis de las NCs consta de dos 
pasos (Figura 3): en el primer paso, se forma una nanoemulsión mediante la adición de 
una fase orgánica a una fase acuosa. En el segundo paso, se añade una solución de 
quitosano (denominada en adelante "fase de quitosano" por comparación con las fases 
acuosa y orgánica) para recubrir los núcleos de nanoemulsión y se realiza la gelificación 
iónica con Na2SO4. Las AuNPs se añadieron a la fase acuosa, orgánica o de quitosano 
para evaluar cuál era el medio más adecuado para su encapsulación.  

 
Figura 3. Esquema del método de síntesis empleado para la encapsulación de nanopartículas de oro 
(AuNPs), destacando las tres fases a las que se pueden añadir las AuNPs. 

Las AuNPs poseen una característica banda de resonancia del plasmón de superficie 
localizado (LSPR), que puede ser aprovechada para extraer información sobre su 
estabilidad coloidal en función de su entorno. Cuando las AuNPs son estables, su pico 
LSPR aparece a 524 nm, mientras que la agregación provoca desplazamientos del LSPR 
hacia longitudes de onda mayores.  

Para estudiar cómo interaccionan las AuNPs con los componentes de las tres posibles 
fases de encapsulación, las AuNPs fueron puestas en contacto con cada fase y se 
registraron sus espectros de absorbancia UV-Vis (Figura 4a).   
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Figura 4. a) Espectros de absorbancia UV-Vis de las AuNPs al interaccionar con los componentes de las 
tres posibles fases de encapsulación y en agua (como referencia). b) Carga de oro de las nanocápsulas 
en función de la fase a la que se añadieron las AuNPs, medida por ICP-AES. 

La Figura 4a muestra el pico LSPR a 524 nm de las AuNPs en agua y cómo se mantiene 
a esta longitud de onda cuando las AuNPs están inmersas en la fase acuosa o de 
quitosano, lo que significa que son estables, pero se desplaza a 600 nm al ser añadidas 
a la fase orgánica, reflejando el estado agregado de las AuNPs en este ambiente 
hidrofóbico (lo cual se esperaba dada su naturaleza hidrofílica).  

Estas diferencias en la estabilidad nos llevaron a investigar más a fondo si la fase de 
adición también podría afectar a la cantidad de AuNPs encapsuladas. La carga de oro de 
las NCs (Figura 4b), determinada mediante ICP-AES y expresada como el porcentaje de 
AuNPs encapsuladas sobre el peso final del material obtenido después de la 
encapsulación, fue 3-4 veces mayor cuando las AuNPs se añadieron a la fase acuosa 
(6.15 %) o a la fase de quitosano (4.31 %), en comparación con la fase orgánica (1.50 %). 
Además, las adiciones en la fase acuosa o de quitosano dieron lugar a mayores 
eficiencias de encapsulación (consideradas como el porcentaje de AuNPs encapsuladas 
respecto a la cantidad añadida inicialmente para la preparación de las NCs), el 57 % y el 
50 %, respectivamente, en comparación con la fase orgánica (29 %). La falta de datos 
publicados que evalúen la carga de oro de las AuNPs encapsuladas en otras 
nanocápsulas poliméricas dificulta la contextualización de estos valores, sin embargo, 
las eficiencias de encapsulación reportadas por otras nanoestructuras de oro-quitosano 
están en torno al 60 % [36]. Teniendo en cuenta estos resultados y que mediante 
microscopía electrónica se observó que las NCs no se formaban correctamente tras 
añadir las AuNPs a la fase orgánica, se descartó la adición de AuNPs a la fase orgánica y 
para las siguientes encapsulaciones las AuNPs se añadieron a la fase acuosa o a la fase 
de quitosano.  

A continuación, la cantidad de AuNPs añadida fue optimizada para maximizar la carga 
de oro. En concordancia con algunos capítulos anteriores de esta tesis, donde el 
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aumento de la cantidad inicial de TFD o siRNA dio lugar a un aumento en la carga de las 
NCs (ver capítulos 4 y 5), en este caso se observó la misma tendencia, alcanzando una 
mayor carga de oro conforme se incrementa la cantidad de AuNPs añadida en cualquiera 
de las dos fases (0.45-0.50 % al añadir 0.25 mg de AuNPs, 1.6-2.1 % al añadir 1 mg de 
AuNPs y 3.2-3.3 % al añadir 2 mg de AuNPs). Se seleccionó una cantidad de 2 mg de 
AuNPs para todos los experimentos sucesivos debido a la mayor carga de oro lograda 
en comparación con la adición de 0.25 y 1 mg. 

El potencial zeta, tamaño y morfología de las NCs candidatas seleccionadas, obtenidas 
tras la adición de 2 mg de AuNPs en la fase acuosa o de quitosano, se caracterizaron 
mediante técnicas de potencial zeta, DLS (Figura 5) y microscopía electrónica (Figura 6).  

Los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las nanocápsulas les 
confirieron un potencial zeta positivo con valores comparables entre ambas muestras 
(+21.4 ±0.6 mV cuando se añadieron a la fase acuosa y +17.0 ±0.6 mV cuando se 
añadieron a la fase de quitosano). Generalmente se considera que un potencial zeta 
cercano a +20 mV o -20 mV es suficiente para obtener una estabilidad coloidal óptima, 
especialmente cuando existe un recubrimiento polimérico que, además de conferir 
estabilidad electrostática, proporciona estabilidad estérica [37]. La carga positiva en la 
superficie también promueve las interacciones electrostáticas de los 
nanotransportadores con la mucosa del intestino cargada negativamente, mejorando su 
absorción intestinal [37]. 

 
Figura 5. Distribución del tamaño hidrodinámico de las nanocápsulas cargadas con AuNPs añadidos a la 
fase acuosa (a) o a la fase de quitosano (b). 

En la Figura 5 se muestra la distribución de tamaños de las NCs cargadas con AuNPs en 
la fase acuosa y en la de quitosano. La distribución de tamaños también fue similar para 
ambas muestras: una población principal (87 % para las NCs de la fase acuosa y 82 % 
para las de la fase de quitosano) con diámetros hidrodinámicos de alrededor de 100 nm 
y una población minoritaria (13 ó 18 %) de alrededor de 450 nm fueron registradas 
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mediante DLS. Esta distribución de tamaños concuerda bien con los análisis de 
microscopía electrónica (algunas imágenes representativas de cada tamaño de 
población se muestran en la Figura 6).  

 
Figura 6. Imágenes de microscopía electrónica de nanocápsulas cargadas con AuNPs en la fase acuosa 
(fila superior) o en la fase de quitosano (fila inferior). a-b) Imágenes obtenidas por STEM; c-d,g-h) 
Imágenes obtenidas por Cryo-TEM; e-f) imágenes obtenidas por SEM. 

En la Figura 6 se pueden observar imágenes de microscopía electrónica de transmisión 
en modo barrido (STEM, Figura 6a-b), microscopía electrónica de transmisión criogénica 
(Cryo-TEM, Figura 6c-d,g-h) y de microscopía electrónica de barrido (SEM, Figura 6e-f). 
Las imágenes confirmaron la presencia de AuNPs en las NCs y mostraron la morfología 
esférica de las NCs, donde las AuNPs se encontraban atrapadas en el recubrimiento de 
quitosano, independientemente de su adición a la fase acuosa o de quitosano. Luque-
Michel y colaboradores también observaron sus AuNPs hidrofílicas de 10 nm localizadas 
cerca de la superficie de su nanotransportador polimérico basado en nanoemulsión, 
embebidas en la cubierta de PLGA [38]. 

2.2.  Influencia del recubrimiento de las AuNPs en su encapsulación 

Las AuNPs diseñadas para aplicaciones biomédicas habitualmente se funcionalizan 
para mejorar su biocompatibilidad y su estabilidad en medios biológicos, para 
incorporar grupos funcionales químicos, para incluir ligandos que permitan su 
vectorización o para unir fármacos a su superficie [39]. El recubrimiento superficial de 
las nanopartículas inorgánicas puede influir en la eficiencia de encapsulación en función 
de las interacciones que es capaz de establecer con el material de encapsulación [40]. 

Aplicando los parámetros de síntesis optimizados en el apartado anterior (2 mg de 
AuNPs añadidas a la fase acuosa o de quitosano), se evaluó si las NCs permiten la 
encapsulación de AuNPs con diferentes recubrimientos para analizar cuál de ellos es 



Encapsulación de nanopartículas de oro en NCs de quitosano para administración oral 

227 
 

más idóneo para la encapsulación. Con este objetivo, se encapsularon AuNPs 
funcionalizadas a diferentes niveles de saturación de la superficie con dos tipos 
diferentes de poli(etilenglicol) (PEG): un PEG con un grupo carboxílico en un extremo 
(PEG-COOH) y/o un PEG con un grupo azida en un extremo (PEG-N3). 

En primer lugar, se estudió la encapsulación de AuNPs con diferente saturación 
superficial de PEG. Para ello, las AuNPs fueron funcionalizadas a una cobertura 
superficial del 25 %, 40 % o 100 % y manteniendo un ratio de grupos funcionales fijo de 
50/50 (PEG-COOH/PEG-N3), de acuerdo con un estudio de saturación previamente 
publicado por el grupo [41],  tal y como muestra el esquema de la Figura 7.  

 
Figura 7. Esquema de la superficie de las AuNPs dependiendo de la saturación del recubrimiento de PEG 
(25, 40 y 100 %).  

Después de encapsular en paralelo AuNPs recubiertas de PEG a estas tres 
saturaciones, la carga de oro de las NCs fue medida por ICP-AES. La carga de oro 
aumentó ligeramente al incrementar la saturación superficial del 25 % (3-3.5 % de carga) 
al 40 % (3.5-4 % de carga) y no se observaron diferencias relevantes entre la adición a la 
fase acuosa o a la de quitosano. Por el contrario, se observa una diferencia notable con 
una saturación del 100 %, donde la carga de oro es mucho mayor para la adición en la 
fase acuosa (6.15 ± 0.16 %) que para la adición en la fase de quitosano (4.31 ± 0.11 %). 
Además, es importante señalar que una saturación del 100 % garantiza una mayor 
estabilidad de las AuNPs y proporciona más grupos funcionales para unir otras 
moléculas de interés en el futuro, por ejemplo, moléculas de siRNA aminadas que 
podrían unirse a grupos carboxilo de la superficie. Del mismo modo, una mayor cantidad 
de grupos funcionales de PEG incrementa las interacciones de las AuNPs con las NCs y 
permitiría una mejor detección y comprensión, durante nuestro siguiente estudio, del 
efecto que ejercen los grupos funcionales del recubrimiento sobre la encapsulación. Por 
estas razones, se seleccionaron las AuNPs recubiertas de PEG a una saturación del 100 
% añadidas a la fase acuosa como el método de encapsulación más adecuado para el 
siguiente estudio. 
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Una vez seleccionada la mejor saturación superficial para nuestros propósitos, el 
siguiente paso fue evaluar si el grupo funcional de la superficie de las AuNPs juega un 
papel importante durante el proceso de encapsulación. Para ello, se utilizaron AuNPs 
funcionalizadas con PEG-COOH y/o PEG-N3 a tres ratios diferentes: sólo PEG-COOH; PEG-
COOH/PEG-N3 (50/50) y  sólo PEG-N3 (Figura 8). 

 
Figura 8. Esquema de la superficie de las AuNPs dependiendo de los grupos funcionales del 
recubrimiento de PEG (-COOH y/o -N3). 

Los espectros de absorbancia de las AuNPs en suspensión acuosa o tras 15 minutos de 
incubación en la fase acuosa se reportan en la Figura 9.  

 
Figura 9. Espectros de absorbancia UV-Vis de nanopartículas de oro recubiertas con PEG con diferentes 
grupos funcionales, en suspensión acuosa (a) o 15 minutos después de ser añadidas a la fase acuosa (b). 

Cuando al menos la mitad de los grupos funcionales de PEG eran -COOH, el pico LSPR 
de las AuNPs en agua (Figura 9a) se mantuvo en 522 nm. Sin embargo, el pico LSPR de 
las AuNPs recubiertas sólo con PEG-N3 se desplazó a 569 nm, lo que indica la presencia 
de agregación y la menor estabilidad coloidal de esta muestra en agua.  
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Cuando las AuNPs recubiertas de PEG fueron puestas en contacto con la fase acuosa 
de la síntesis de las NCs, que contiene Tween® 20, el efecto de agregación causado en 
el caso de las partículas recubiertas con sólo PEG-N3 fue aún más evidente (Figura 9b). 
Las AuNPs funcionalizadas sólo con PEG-COOH mantienen su estabilidad en este medio 
(pico LSPR a 522 nm). Por el contrario, la inclusión de PEG-N3 en el recubrimiento 
provoca un desplazamiento del LSPR de las AuNPs, indicativo de un estado más 
agregado en presencia de Tween® 20. En el caso de las AuNPs con PEG-COOH/PEG-N3, 
el máximo de la banda LSPR apareció aproximadamente a 580 nm, mostrando un pico 
ancho, pero aún definido. Sin embargo, éste desapareció casi por completo en el caso 
de las AuNPs con recubrimiento de sólo PEG-N3, indicando la mayor agregación de las 
AuNPs. 

Sin embargo, en esta primera etapa del trabajo todavía no descartamos las muestras 
de PEG-N3, ya que la agregación en fase acuosa podría ser un factor favorable para su 
encapsulación. Si las AuNPs están más cerca en el espacio es más probable que queden 
atrapadas en la misma nanocápsula, lo que aumentaría su carga de oro. Para investigar 
esta hipótesis, se analizó mediante ICP-AES la carga de oro de las NCs obtenidas 
encapsulando partículas recubiertas con PEG con distintos grupos funcionales. La carga 
de oro obtenida con las AuNPs con PEG-COOH (5.98 ± 0.10 %) y PEG-COOH/PEG-N3 
(6.15 ±0.16 %) fue muy superior a la de las AuNPs con PEG-N3 (0.65 ±0.02%). Las 
eficiencias de encapsulación también fueron superiores para las dos primeras muestras 
(51.5 ±0.8 % y 57.5 ±1.5 %, respectivamente) que para la tercera (11.3 ±0.3 %). Estos 
resultados nos permitieron descartar la hipótesis anterior y confirmar que los grupos 
carboxílicos son esenciales para obtener altas cargas de oro, posiblemente porque son 
capaces de establecer interacciones electrostáticas con los grupos amino del quitosano 
cargados positivamente. Sin embargo, la presencia de cadenas de PEG-N3 en 
combinación con PEG-COOH no alteró la carga durante la encapsulación y la presencia 
de estos grupos funcionales podría ser interesante para aplicaciones biológicas ya que 
el grupo azida se ha asociado con una mayor internalización celular [39]. Además, la 
presencia de dos grupos funcionales diferentes en la superficie de las AuNPs podrá 
facilitar la funcionalización con un espectro más amplio de fármacos u otras moléculas 
en el futuro, a través de la reacción con carbodiimida en el caso de los grupos 
carboxílicos [42] o a través de la química click utilizando los grupos azida [43].  

Dado que el material híbrido desarrollado ha sido diseñado para el transporte de 
fármacos mediante administración oral, debe ser capaz de proteger su carga durante el 
tránsito por el tracto gastrointestinal y favorecer la absorción en el intestino. Para 
evaluar estas capacidades, se seleccionaron dos tipos de AuNPs: funcionalizadas con 
PEG-COOH o con PEG-COOH/PEG-N3 (en lo sucesivo denominadas Au-COOH y Au-
COOH/N3, respectivamente) y sus respectivas NCs cargadas con ellas (en lo sucesivo 
denominadas Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC, respectivamente). 
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2.3. Protección ante fluidos gastrointestinales simulados 

Uno de los principales desafíos para la administración oral de nanopartículas y 
fármacos es resistir el fuerte pH ácido en el estómago sin dañarse o degradarse [44]. Se 
ha reportado que el estado de agregación de las nanopartículas de oro es muy 
importante de cara a su absorción intestinal ya que los aglomerados dificultan su 
aproximación a los tejidos donde se produce la absorción [45]. 

La falta de estabilidad de las AuNPs a bajo pH y en presencia de sales nos llevó a 
encapsularlas en NCs de quitosano con el fin de protegerlas de la agregación en los 
fluidos gástricos para una posible administración oral. Como se ha indicado en la 
introducción, el quitosano es un polímero natural con excelentes cualidades para la 
administración oral y se ha utilizado como recubrimiento de muchos 
nanotransportadores destinados a aplicaciones orales [26]. Por ejemplo, el quitosano 
fue un elemento crucial para proteger las AuNPs funcionalizadas con toxoide tetánico 
frente a la degradación gástrica y para mantener su actividad después de la 
administración oral [46]. 

Para demostrar el efecto protector de las nanocápsulas de quitosano a pH ácido, los 
dos tipos de AuNPs seleccionados, encapsulados (Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC) o 
no encapsulados (Au-COOH y Au-COOH/N3), fueron incubados durante 24 h a 37 °C en 
fluido gástrico simulado (SGF) libre de enzimas y en agua como control de estabilidad y 
sus picos LSPR fueron analizados mediante espectrofotometría UV-Vis (Figura 10).  

 
Figura 10. Espectros UV-Vis de AuNPs encapsuladas (líneas continuas) o no encapsuladas (líneas 
discontinuas) incubadas en agua (azul) y fluido gástrico simulado (SGF, rojo) durante 24 horas a 37 °C. 
a) AuNPs recubiertas con PEG-COOH (Au-COOH). b) AuNPs recubiertas con PEG-COOH y PEG-N3 al 50/50 
(Au-COOH/N3). Las tablas detallan la longitud de onda del máximo de absorción de cada espectro. 
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Ambas AuNPs no encapsuladas eran perfectamente estables después de la incubación 
en agua (pico LSPR a 524 nm), mientras que la incubación en SGF les hacía perder casi 
por completo su banda LSPR, dando lugar a un espectro UV-Vis prácticamente plano, 
indicativo de una alta agregación e inestabilidad en este medio. Esta inestabilidad fue 
corroborada mediante DLS, mostrando un pronunciado aumento en el diámetro 
hidrodinámico de las AuNPs no encapsuladas, que pasó a ser de alrededor de 30 nm en 
agua a más de 400 nm (Au-COOH/N3) y 600 nm (Au-COOH) en SGF.  

Por el contrario, las NCs cargadas con ambos tipos de AuNPs no mostraron casi ningún 
cambio en su banda LSPR después de la incubación en agua y SGF, validando así la 
mejora en la estabilidad de la partícula de oro gracias a la encapsulación. Au-COOH@NC 
y Au-COOH/N3@NC presentaron bandas LSPR ligeramente desplazadas en agua 
(absorbancia máxima a 530 y 539 nm, respectivamente), en comparación con las AuNPs 
libres, probablemente debido a que las AuNPs están más cerca unas de otras cuando se 
encuentran dentro de las NCs que cuando se encuentran libres en suspensión. La 
diferencia de 9 nm entre los picos LSPR de Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC también 
se reflejaba en un cambio del tono de color de la suspensión.  

La variación de la longitud de onda en el máximo de la banda LSPR puede apreciarse 
mejor en la Figura 11, donde se representan los desplazamientos del pico LSPR tras 0, 2, 
4 y 24 h de incubación en agua, SGF y fluido intestinal simulado (SIF).  
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Figura 11. Desplazamiento del pico LSPR en el tiempo durante la incubación en agua, fluido gástrico 
simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF) de (a) AuNPs no encapsuladas funcionalizadas con PEG-
COOH, (b) AuNPs no encapsulados funcionalizadas con PEG-COOH/PEG-N3, (c) AuNPs encapsuladas 
funcionalizadas con PEG-COOH y (d) AuNPs encapsuladas funcionalizadas con PEG-COOH/PEG-N3. 

Las AuNPs libres (Figura 11a,b) agregan inmediatamente cuando entran en contacto 
con el SGF y la agregación se mantiene constante durante las siguientes 24 h, o incluso 
aumenta en el caso de Au-COOH/N3. Por otra parte, ambos tipos de AuNPs son estables 
en el SIF. En el caso de las AuNPs encapsuladas (Figura 11c,d) no se observa ningún 
desplazamiento relevante del pico LSPR en ninguno de los tiempos o medios probados, 
lo que confirma que las nanocápsulas son capaces de proteger a las AuNPs durante al 
menos 24 h.  

Aunque la ausencia de desplazamiento de la banda LSPR sugería que las AuNPs 
encapsuladas no estaban siendo liberadas en agua, SGF o SIF, se utilizó la electroforesis 
en gel de agarosa como confirmación (Figura 12).  
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa para evaluar la liberación de las AuNPs encapsuladas al ser 
incubadas en agua, SGF y SIF, a las 0 h ó 24 h. AuNPs funcionalizadas con PEG-COOH (izquierda) y AuNPs 
funcionalizadas con PEG-COOH/N3 (derecha). Los pocillos consecutivos corresponden a AuNPs libres y 
encapsuladas para comparar su capacidad de migración.  

Las AuNPs libres pudieron migrar a través del gel debido a su pequeño tamaño y carga 
negativa, pero una vez encapsuladas, permanecieron retenidas en los pocillos debido al 
mayor tamaño de las NCs. Esto demostró que las fuertes interacciones entre las AuNPs 
y la nanocápsula, incluso en condiciones gastrointestinales simuladas, evitaban la 
liberación de las AuNPs durante al menos 24 h.  

Cuando un nanotransportador llega al intestino, existen dos opciones: que el fármaco 
sea liberado del nanotransportador para su absorción intestinal o que el conjunto 
nanotransportador-fármaco sea internalizado por el epitelio intestinal. De lo contrario, 
el fármaco será inevitablemente expulsado del cuerpo a través de las heces [44]. En 
contraste con los numerosos nanotransportadores basados en hidrogeles que liberan su 
carga en el intestino debido al pH básico de éste [47,48], dejándolos susceptibles a la 
microflora intestinal y a la degradación enzimática [49], la gran estabilidad de este 
nanotransportador podría asegurar y potenciar que su carga llegue al interior de las 
células intestinales.  

En conclusión, diferentes técnicas han demostrado que las NCs protegen a las AuNPs 
de la agregación y evitan su liberación en condiciones gastrointestinales simuladas, lo 
que demuestra el potencial de este nanotransportador híbrido para la administración 
oral. 

2.4. Biocompatibilidad e internalización en células epiteliales colorrectales 

La biocompatibilidad de las AuNPs, libres o encapsuladas, se evaluó in vitro con células 
de adenocarcinoma colorrectal epitelial humano (células Caco-2/TC7). Las células Caco-
2 se incubaron con concentraciones crecientes de AuNPs o NCs cargadas con AuNPs, de 
0.05 a 0.25 mg/mL, durante 24 h y la viabilidad de las células se evaluó mediante 
citometría de flujo (Figura 13). Se utilizó anexina V-CF Blue y yoduro de propidio para 
marcar las células muertas y discriminarlas de las células vivas.  
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Figura 13. Viabilidad celular de células Caco-2 después de 24 h de incubación con AuNPs encapsuladas 
(gráfico izquierdo) o no encapsuladas (gráfico derecho) funcionalizadas con PEG-COOH o PEG-COOH/N3, 
determinada mediante citometría de flujo. 

Como se puede observar en la Figura 13, las AuNPs no mostraron citotoxicidad a 
ninguna de las concentraciones probadas, ni Au-COOOH ni Au-COOH/N3, ya que la 
viabilidad se mantuvo cerca de la del control (90 %, que es el porcentaje de viabilidad 
estándar medido con esta técnica en los cultivos celulares no tratados). La incubación 
con Au-COOH/N3@NC indujo una citotoxicidad muy baja hasta 0.2 mg/mL (75-80 %, en 
comparación con el 88 % de las células control no tratadas) y sólo a la concentración 
más alta (0.25 mg/mL) la viabilidad disminuyó al 68 %. Las Au-COOH@NC no provocaron 
citotoxicidad, ni siquiera a altas concentraciones.  

Para utilizar una concentración inocua de Au-NCs, que garantice un comportamiento 
normal de las células, se eligió una concentración de 0.1 mg/mL para ambos tipos de 
NCs para los experimentos de internalización en células Caco-2. 

Los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las NCs les proporcionan 
propiedades mucoadhesivas, que pueden favorecer la fijación de las nanocápsulas a la 
mucosa que recubre las paredes intestinales durante la administración oral, 
aumentando el tiempo de retención en el tracto gastrointestinal y facilitando su 
absorción por las células intestinales.  

Las nanopartículas de oro se han asociado a una escasa biodisponibilidad in vivo 
después de la administración oral, resultando absorbida menos del 1% de la dosis 
administrada [45]. Sorprendentemente, Alalaiwe et al. han demostrado en ratas una 
mejora de 25 veces en la biodisponibilidad de las AuNPs tras ser recubiertas por 
quitosano [50]. Por esta razón, decidimos evaluar si la encapsulación de las AuNPs en 
las NCs basadas en quitosano aumentaba su absorción por parte de las células 
intestinales, así como estudiar la cinética de internalización. Con este objetivo, las 
células Caco-2 se incubaron con AuNPs encapsuladas y no encapsuladas a idénticas 
concentraciones de oro durante 2 h, 6 h y 24 h, y se lavaron, contaron y digirieron para 
medir su contenido de oro mediante ICP-MS. En la Figura 14 se reporta la cantidad de 
oro internalizado por célula a lo largo del tiempo.  
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Figura 14. Internalización de oro de AuNPs encapsuladas y no encapsuladas en células Caco-2 a tiempos 
de incubación crecientes (2, 6 ó 24 horas). Los datos se representan como cantidad de oro internalizado 
por célula y corresponden a la media y desviación estándar de tres réplicas. 

Coincidiendo con la hipótesis planteada, la encapsulación de AuNPs dentro de las NCs 
mejoró drásticamente su internalización, en comparación con las AuNPs no 
encapsuladas. Las AuNPs libres presentaron una internalización baja incluso tras 24 h de 
incubación, con 1.0 pg Au/célula en el caso de Au-COOH y 1.4 pg Au/célula en el caso de 
Au-COOH/N3. Sin embargo, estas leves diferencias en la internalización de las AuNPs 
dependiendo del recubrimiento de PEG fueron insignificantes comparadas con la mejora 
en la absorción obtenida después de la encapsulación. A las 24 h, se alcanzaron valores 
de 22.4 y 20.1 pg de Au/célula en el caso de la encapsulación de Au-COOH y Au-
COOH/N3, respectivamente. Estos datos corresponden a un aumento de 20 veces en la 
internalización con respecto a las AuNPs sin encapsular. En cuanto a la cinética de 
internalización, se observa una marcada diferencia entre Au-COOH@NC y Au-
COOH/N3@NC: esta última internalizó sorprendentemente rápido, habiendo alcanzado 
en tan sólo 2 h el nivel de saturación de oro de las células (alrededor de 20 pg Au/célula), 
que se mantuvo después de 6 h y 24 h de incubación. Au-COOH@NC internalizó a una 
velocidad menor, con 6.5 pg Au/célula después de 2 h (casi 4 veces menos que Au-
COOH/N3@NC), pero también logró la saturación celular a partir de las 6 h. Estos 
resultados sugieren que el grupo azida de las Au-COOH/N3@NC podría estar 
desempeñando un papel importante en la cinética de internalización del 
nanotransportador.  
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Para confirmar la internalización y observar la distribución intracelular de las AuNPs 
encapsuladas y no encapsuladas después de 2 y 24 horas de incubación, se fijaron las 
células con glutaraldehído, se embebieron en resina y se cortaron en secciones 
ultrafinas de 0.08 µm para el análisis por TEM (Figura 15 y Figura 16).  

 
Figura 15. Imágenes TEM de células Caco-2 incubadas durante 24 horas con (a) Au-COOH@NC o (c) Au-
COOH/N3@NC y (b) células control sin NCs. d-e) Imágenes TEM que muestran la interacción de Au-
COOH@NC y Au-COOH/N3@NC con la membrana celular. 
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Figura 16. Imágenes TEM de células Caco-2 incubadas durante 2 ó 24 horas con Au-COOH y Au-COOH/N3 
encapsuladas o no encapsuladas.  

Las Au-NCs fueron fácilmente identificadas dentro de las células Caco-2 gracias a la 
presencia de las AuNPs, debido a su forma pseudo-esférica y a su elevado contraste por 
la alta densidad electrónica del oro atómico. En la Figura 15 y la Figura 16 se puede 
apreciar cómo las NCs cargadas de AuNPs interactúan con las microvellosidades de las 
células Caco-2 y la membrana celular forma invaginaciones y protuberancias alrededor 
de las nanocápsulas para internalizarlas dentro de vesículas intracelulares, lo que podría 
asociarse a eventos de endocitosis mediada por receptores y macropinocitosis [51]. Una 
vez dentro de la célula, algunas NCs aparecen rodeadas por una membrana, lo que 
podría sugerir su localización dentro de vesículas relacionadas con la vía endo-lisosomal, 
como los endosomas, cuerpos multivariantes y lisosomas [52]. De hecho, en el capítulo 
5 se detectó mediante microscopía confocal una colocalización parcial de las NCs 
cargadas con siRNA con endosomas tardíos y lisosomas, mientras que otras se 
encontraban fuera de estas vesículas. En la Figura 15 se observan también algunas NCs 
sin ninguna membrana que las rodee, por lo que podrían haber escapado de estas 
vesículas y encontrarse en el citoplasma. Esto no sería sorprendente, ya que existen 
polímeros catiónicos, como el quitosano, que poseen la habilidad de escapar de los 
endolisosomas gracias a su capacidad para tamponar el pH ácido, mediante un proceso 
de ruptura endosómica conocido como efecto "esponja de protones" [53]. Sin embargo, 
algunas imágenes también muestran vesículas intracelulares de doble membrana que 
contienen NCs y que podrían corresponder a autofagosomas implicados en el 
mecanismo celular de la autofagia, que ha sido descrito recientemente como un nuevo 
mecanismo de protección de las células para reducir la citotoxicidad de las 
nanopartículas [54]. Con respecto a las AuNPs no encapsuladas, en la Figura 16 se 
muestra cómo la presencia de AuNPs dentro de las células es muy inferior en 
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comparación con las AuNPs encapsuladas y eran mucho más difíciles de localizar, lo que 
es coherente con los datos obtenidos por ICP. 

3. CONCLUSIONES 

En este capítulo se ha desarrollado un nanotransportador híbrido de AuNPs y NCs de 
quitosano con el objetivo de superar las limitaciones de la administración oral de las 
AuNPs. Para proteger las AuNPs del entorno gástrico y mejorar su absorción en el 
intestino, se han encapsulado nanoesferas de oro de 14 nm funcionalizadas con PEG en 
las NCs de quitosano. El estudio de las interacciones entre las AuNPs y los componentes 
de las NCs ha permitido optimizar la metodología de encapsulación y seleccionar la fase 
más apropiada para la adición de las AuNPs. Las cargas de oro más elevadas se 
consiguieron mediante la adición de 2 mg de AuNPs a la fase acuosa de la nanoemulsión. 
También se ha evaluado la influencia del recubrimiento de la superficie de las AuNPs en 
la eficiencia de encapsulación, incluyendo diferentes grados de saturación y grupos 
funcionales. Los grupos carboxílicos en el recubrimiento de las AuNPs resultaron 
esenciales para obtener altas cargas de oro, probablemente a través de su interacción 
con los grupos amino del quitosano, pudiendo ser combinados con grupos azida en un 
ratio 50/50 sin disminuir la carga de las NCs. Las NCs han conseguido proteger a las 
AuNPs de la agregación y prevenir su liberación en condiciones gastrointestinales 
simuladas. Además, han manifestado una biocompatibilidad excelente con células Caco-
2 y han aumentado drásticamente la internalización de las AuNPs en estas células 
colorrectales. Estos prometedores resultados demuestran el gran potencial de este 
nanotransportador híbrido para la administración oral de fármacos en un estudio futuro. 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales utilizados en este capítulo para la síntesis de las NCs fueron descritos 
previamente en el capítulo 2. 

El α-tio-ω-(ácido propiónico) octa(etilenglicol) (HS-PEG-COOH) (458 g/mol) y el α-
amine-ω-azido hepta(etilenglicol) (HS-PEG-N3) (350 g/mol) fueron adquiridos en Iris 
Biotech GmbH. El hidrato de tetracloroaurato de hidrógeno (III) (HAuCl4) se compró a 
Strem Chemicals. 

El medio de cultivo celular DMEM, el tampón fosfato salino (PBS) sin Ca2+ y Mg2+ y el 
tampón fosfato salino Dulbecco (DPBS) con Ca2+ y Mg2+ se compraron en Lonza. La 
penicilina, la estreptomicina y la glutamina se obtuvieron de Invitrogen. El kit de 
detección de apoptosis Annexin V-FITC con PI fue adquirido de Immunostep. 

4.1. Síntesis de nanopartículas de oro 

Las nanopartículas esféricas de oro (AuNPs) con un diámetro de 14 nm y un pico 
máximo de absorbancia LSPR a 523 nm fueron preparadas de acuerdo con la literatura 
[42], con pequeñas modificaciones. Brevemente, se calentaron 195 mL de ácido 
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tetracloroáurico acuoso (HAuCl4) 1.2 mM hasta que hirviera y se agregaron 5 mL de 
citrato de sodio (aq) de 162 nM y se mantuvieron en el punto de ebullición, protegidos 
de la luz, durante 30 minutos. Las AuNPs se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz.  

4.2. Funcionalización de nanopartículas de oro con PEG 

La síntesis de N-(20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxoicosano)-4-mercaptobutanamida 
(HS-PEG-N3) se realizó como se describió anteriormente [55]. Brevemente, 0.6 mmol de 
α-amino-ω-azido hepta(etilenglicol) fueron disueltos en 12.5 mL de dimetilsulfóxido 
bajo atmósfera inerte a 50 °C con agitación continua y 0.63 mmol de γ-tiobutirolactona 
y 5.7 mmol de trietilamina fueron añadidos. Después de 5 h, la mezcla se enfría y se 
liofiliza obteniendo un aceite amarillo. El producto se caracterizó mediante 
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo Jasco 
FT-IR 4100.  Para la funcionalización de las AuNPs con SH-PEG-COOH y/o SH-PEG-N3 se 
mezclaron las AuNPs a 10 nM con 0.028 % de dodecilsulfato de sodio, NaOH 25 mM y 
diferentes cantidades de HS-PEG-COOH y/o HS-PEG-N3 (50 µM para la saturación al 100 
% de la superficie de la nanopartícula, 20 µM para la saturación al 40 % y 12.5 µM para 
la saturación al 25 %)[41] y se incubaron durante 16 h bajo agitación, a temperatura 
ambiente y protegidas de la luz. Las nanopartículas se lavaron 3 veces con agua ultrapura 
mediante centrifugación a 16000 rcf durante 30 minutos a 4 °C, se resuspendieron en 
agua ultrapura y se almacenaron a 4 °C. El peso medio (g/mol) de cada AuNP se calculó 
a partir del valor de densidad de oro (19,3 g/cm3) y del diámetro obtenido a partir de 
imágenes TEM. Se calculó el coeficiente de extinción (11.3 mL/mg·cm) correlacionando 
el contenido de oro medido por ICP-AES con su absorbancia UV-vis a 450 nm. La 
concentración de AuNPs se calculó a partir de la absorbancia UV-Vis a 450 nm utilizando 
el coeficiente de extinción descrito anteriormente. El número de moléculas de PEG 
unidas a las nanopartículas se calculó midiendo el PEG no unido en los sobrenadantes 
mediante el ensayo de Ellman, tal como se describió anteriormente [41]. 

4.3. Síntesis de nanocápsulas para la encapsulación de nanopartículas de 
oro 

Las nanocápsulas de quitosano basadas en nanoemulsión (NCs) se sintetizaron 
siguiendo el procedimiento descrito previamente en el capítulo 2 de esta tesis, el cual 
se basa en la formación de un núcleo de nanoemulsión recubierto por una capa de 
quitosano. Brevemente, para la generación de la nanoemulsión, se añadió gota a gota 
una fase orgánica compuesta de 8.6 mg de Span® 85 y 40 mg de ácido oleico disueltos 
en 4 mL de etanol absoluto sobre una fase acuosa que contenía 13.6 mg de Tween® 20 
disuelto en 8 mL de agua. La nanoemulsión se dejó bajo agitación magnética durante 15 
minutos. Posteriormente, la nanoemulsión se recubrió con una cubierta de quitosano 
mediante la adición de 0.5 mL de una solución de quitosano a 5 mg/mL en ácido acético 
al 1 % (v/v). La solución se agitó durante 15 minutos y luego se añadió sobre 15 mL de 
Na2SO4 50 mM bajo agitación suave para que tuviera lugar la gelificación ionotrópica de 
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las cadenas de quitosano. Las nanocápsulas obtenidas se ultracentrifugaron a 69673 G 
durante 30 minutos a 10 °C, se lavaron con 10 mL de agua, se centrifugaron nuevamente 
en las mismas condiciones y se resuspendieron en agua. Se liofilizó una alícuota de la 
suspensión final de nanocápsulas para medir el peso seco y calcular la concentración. 
Para encapsular las AuNPs, éstas se mezclaron durante 1 minuto con la fase acuosa, 
orgánica o de quitosano y se continuó con el procedimiento general de síntesis de 
nanocápsulas. Se optimizó la cantidad de AuNPs añadidas (0.25, 1 ó 2 mg en suspensión 
acuosa).  

Las nanocápsulas utilizadas para los ensayos in vitro se sintetizaron utilizando el mismo 
protocolo, pero en condiciones estériles en una campana de flujo laminar (Telstar PV-
30/70). Todas las soluciones, así como las AuNPs, se esterilizaron mediante filtración con 
filtros de acetato de celulosa de 0.2 µm (CHMLAB®) o de PVDF con poros de 0.22 µm 
(Millex®, Merck Millipore®). Antes de su uso, todo el material de vidrio fue esterilizado 
en el horno a 180 °C durante 2 h. Los tubos de ultracentrífuga se esterilizaron con etanol 
al 96 % (ac.). 

4.4. Determinación de la carga de oro y la eficiencia de encapsulación 

Se usó espectroscopía de emisión atómica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES) para cuantificar la carga de oro y la eficiencia de encapsulación tras la síntesis de 
las NCs. Para la digestión tanto del material orgánico como del inorgánico, se mezclaron 
100-350 µL de las muestras con 100 µL de una solución 3:1 de ácido sulfúrico (96 
%)/peróxido de hidrógeno (33 %) y se dejaron a temperatura ambiente durante 15 
minutos. Después, se añadieron 300 µL de una solución 1:3 de ácido nítrico (65 %)/ácido 
clorhídrico (37 %) y las muestras se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y 
durante 15 minutos a 60 °C. Finalmente, se añadió agua Milli-Q para alcanzar un 
volumen final exacto de 20 mL. Las muestras fueron analizadas mediante ICP-AES 
utilizando un equipo Optima 8300 (Perkin Elmer®) por el Servicio Central de Análisis de 
Bizkaia de SGIker de la Universidad del País Vasco (EHU). La carga de oro se refiere al 
porcentaje de AuNPs encapsuladas respecto al peso del material final obtenido después 
de la encapsulación. La eficiencia de encapsulación se refiere al porcentaje de AuNP 
encapsulados respecto a la cantidad añadida inicialmente para la preparación de las 
NCs. 

4.5. Interacción de las AuNPs con los componentes de las NCs 

Las AuNPs funcionalizadas con PEG-COOH/N3 al 25 % de saturación de la superficie se 
añadieron a la fase acuosa, fase orgánica o fase de quitosano y se registraron sus 
espectros de absorbancia UV-vis empleando un espectrofotómetro Cary 50 Probe® 
(Varian) cada minuto durante 15 min para monitorear su agregación durante el proceso 
de encapsulación. Las AuNPs se añadieron a la concentración exacta para reproducir la 
encapsulación de 2 mg de AuNPs, excepto en el caso de la fase de quitosano, donde se 
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las AuNPs se añadieron a 0.15 mg/mL porque no se podían medir concentraciones más 
altas en el espectrofotómetro UV-Vis. La estabilidad coloidal de las AuNPs 
funcionalizadas con diferentes moléculas de PEG (PEG-COOH, PEG-COOH/N3 o PEG-N3) 
después de la adición a la fase acuosa se analizó midiendo sus espectros de absorbancia 
UV-Vis cada minuto durante 15 minutos. 

4.6. Determinación del tamaño y potencial zeta de las AuNPs y las NCs 
cargadas de AuNPs 

El diámetro hidrodinámico y el índice de polidispersidad (PDI) de las AuNPs y las NCs 
cargadas de AuNPs se determinaron mediante análisis de dispersión de luz dinámica 
(DLS) utilizando un instrumento DLS Brookhaven 90Plus. Todas las muestras fueron 
medidas en agua Milli-Q a 25 °C. Las AuNPs se midieron a una concentración de 0.1 
mg/mL y los datos se representaron en intensidad. Las NCs cargadas de AuNPs se 
midieron a 0.15 mg/mL durante 8-10 medidas y los datos se representaron en número. 
El análisis de potencial zeta se realizó utilizando un equipo Plus Particle Size Analyzer 
(Brookhaven Instruments Corporation). Las AuNPs se midieron a 5 µg/mL y las NCs se 
midieron a 10 µg/mL en KCl 1 mM. 

4.7. Caracterización por microscopía electrónica de AuNPs y NCs cargadas 
de AuNPs 

Para la caracterización de AuNPs, el análisis de microscopía electrónica de transmisión 
(TEM) se realizó en un microscopio FEI Tecnai T20 a 200 kV. Las NCs cargadas con AuNPs 
se caracterizaron mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), microscopía 
electrónica de barrido ambiental (ESEM) en modo de microscopía electrónica de 
transmisión por barrido (STEM) y microscopía electrónica de transmisión criogénica 
(cryo-TEM). Las imágenes de SEM se adquirieron utilizando un SEM Inspect F50 de 
emisión de campo con un sistema EDX INCAPentaFETx3 (FEI Company, Eindhoven, 
Países Bajos) en un rango de energía de entre 5 y 15 kV. Las imágenes de ESEM se 
obtuvieron usando un microscopio QUANTA-FEG 250 en modo STEM. Para las imágenes 
de cryo-TEM, las muestras se vitrificaron y se observaron en el servicio del Laboratorio 
de Microscopía Avanzada (LMA) del Instituto de Nanociencia de Aragón. El proceso de 
vitrificación se realizó en un Vitrobot FEI: se colocó una gota de 4 µL de una suspensión 
acuosa del material en una rejilla de carbono TEM Quantifoil, el exceso de agua se secó 
en el Vitrobot con papel de filtro y la rejilla se sumergió por congelación en etano líquido. 
Después, las muestras se transfirieron en atmósfera de nitrógeno líquido a un 
crioportador Gatan TEM equipado con un depósito de nitrógeno líquido. De esa forma, 
las muestras se manipularon y se observaron a -173 °C. Las imágenes Cryo-TEM se 
obtuvieron en un Tecnai T20 (Thermofisher Scientific, anteriormente FEI) a un voltaje 
de trabajo de 200 KV, y se acoplaron con una cámara Veleta CCD. 
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4.8. Análisis del desplazamiento del pico SPR durante la incubación en agua 
o fluidos gastrointestinales simulados  

Las AuNPs encapsuladas y no encapsuladas se incubaron en agua, fluido gástrico 
simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF) bajo agitación orbital (250 rpm) y sus 
espectros de absorbancia UV-vis se registraron de 450 nm a 700 nm (rango donde 
aparece el pico SPR de las AuNPs) a las 0, 2, 4 y 24 h utilizando un espectrofotómetro de 
microplacas Thermo ScientificTM MultiskanTM GO UV/Vis. Los fluidos gástricos e 
intestinales simulados de humano se prepararon siguiendo el protocolo de Marques y 
colaboradores [56] sin enzimas ni proteínas. Brevemente, el fluido gástrico simulado 
(SGF) contenía 2 mg/mL de NaCl disuelto en agua y el pH se ajustó con HCl a 1.6. El fluido 
intestinal simulado (SIF) fue una solución acuosa que contenía KCl (0.20 mg/mL), NaCl 
(8 mg/mL) y NaH2PO4 (0.24 mg/mL) con un pH ajustado de 7. 

4.9. Estudios de liberación en fluidos gastrointestinales simulados  

Para analizar si las AuNPs se liberaban de las NCs bajo condiciones gastrointestinales, 
se incubaron las AuNPs y las NCs cargadas con AuNPs en agua, SGF o SIF y se cargaron 
en un gel de agarosa al 1 % justo después de la adición a los medios o después de 24 h 
de incubación para comparar su capacidad de migrar a través del gel. Las AuNPs se 
incubaron a 0.09 mg/mL y las NCs cargadas con AuNPs a 2 mg/mL (equivalente a 0.09 
mg/mL de oro) a 37 °C, luego se mezclaron en una proporción de 4: 1 con el tampón de 
carga TBE/glicerol 25 % y se cargaron 20 µL en cada pocillo. La electroforesis se realizó 
a 90 V durante 15 minutos en tampón 0.5X pH 8.5 TBE usando una fuente de 
alimentación Bio-Rad PowerPac HC. Las bandas de AuNPs se detectan fácilmente a 
simple vista gracias a su color visible. 

4.10. Cultivo de células Caco-2/TC7  

Se cultivaron células Caco-2/TC7 (células de adenocarcinoma colorrectal epitelial 
humano) en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 %, glutamax 2 mM y 
penicilina y estreptomicina 100 U/mL (cDMEM). Las células se mantuvieron a 37 °C en 
una atmósfera humidificada con 5 % de CO2. 

4.11. Ensayos de viabilidad celular 

Se sembraron las células Caco-2 a 5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos. 
Después de 24 h, se añadieron AuNPs o NCs cargadas con AuNPs a los pocillos a 
concentraciones finales comprendidas entre 0.05 y 0.25 mg/mL. Las diluciones de 
nanopartículas se prepararon a 10X en agua para añadir el mismo volumen de agua en 
cada pocillo. Después de 24 h de incubación con las nanopartículas, las células se lavaron 
dos veces con DPBS para eliminar el exceso de nanopartículas y se levantaron con 100 
µL de tripsina por pocillo. Después de neutralizar la tripsina con 500 µL de cDMEM, las 
células se centrifugaron a 3500 G durante 2 minutos, se lavaron con PBS y se 
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centrifugaron nuevamente. Las muestras se resuspendieron en 50 µL de tampón de 
unión de anexina 1X que contenía 2.5 µL de anexina V-FITC y 2.5 µL de yoduro de 
propidio (el tampón se mezcló previamente con los reactivos para asegurar una tinción 
homogénea entre las muestras). Después de 20 minutos a temperatura ambiente 
(protegidas de la luz), las muestras se diluyeron añadiendo 350 µL de tampón de unión 
anexina 1X por tubo y se analizaron mediante citometría de flujo (FACS) en un citómetro 
de flujo Gallios (Beckman Coulter). Se registraron 10000 eventos por muestra y los datos 
se interpretaron utilizando el software Kaluza 1.5a (Beckman Coulter). Todas las 
muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado. 

4.12. Cuantificación de las AuNPs internalizadas en células Caco-2/TC7 

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos a 30000 células/pocillo 24 h 
antes de la adición de las nanopartículas. Después, se añadieron las NCs cargadas de 
AuNPs a 0.1 mg/mL y las AuNPs a la misma concentración que en sus respectivas 
muestras encapsuladas (4.3 µg/mL en el caso de Au-COOH y 4.9 µg/mL en el caso de Au- 
COOH/N3, de acuerdo con la carga de oro de estos lotes medidos por ICP). Las células se 
incubaron con las nanopartículas durante 2, 6 y 24 h, se lavaron dos veces con DPBS y 
se levantaron con tripsina. Después de la neutralización de la tripsina con cDMEM, las 
células se contaron en una cámara de Neubauer. Las células se digirieron con soluciones 
ácidas siguiendo el mismo método que para la determinación de la carga de oro y la 
eficiencia de encapsulación. La cantidad de oro internalizada por las células fue 
analizada por ICP-MS. Todas las muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado. 

4.13. Estudio de la internalización celular mediante TEM 

Las células se sembraron a 12600 células/pocillo en portaobjetos con pocillos 
Permanox® Nunc® Lab-Tek® (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron durante 24 h en la 
incubadora. Después, se añadieron las NCs cargadas de AuNPs a 0.1 mg/mL y las AuNPs 
a la misma concentración de oro que en sus respectivas muestras encapsuladas. Las 
células se incubaron con las nanopartículas durante 2 h y 24 h, se lavaron dos veces con 
DPBS y se fijaron de la siguiente manera: se eliminó el DPBS y se añadió glutaraldehído 
al 3 % en tampón fosfato (PB) 0.1 M a temperatura ambiente (RT). Después de 10 
minutos de incubación a 37 °C, se eliminó el glutaraldehído y se añadió nuevo 
glutaraldehído al 3 %. Después de 2 h a temperatura ambiente, se retiró el 
glutaraldehído nuevamente y las muestras se lavaron con PB 0.1 M, 5 veces durante 5 
minutos cada vez. Finalmente, los pocillos se llenaron con PB 0.1 M y se mantuvieron a 
4 °C. El resto de la preparación fue realizada por el Servicio de Microscopía Electrónica 
del Centro de Investigación Príncipe Felipe (Valencia). Las muestras fueron fijadas en 
OsO4 al 2 % durante 1 hora a temperatura ambiente y se tiñeron con acetato de uranilo 
al 2 % en oscuridad durante 2 horas a 4 °C. Después, se enjuagaron con agua destilada, 
se deshidrataron con etanol y se infiltraron durante la noche en resina Durcupan (Sigma-
Aldrich). Después de la polimerización, los cultivos embebidos se separaron de los 
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pocillos y se pegaron a los bloques Durcupan. Finalmente, se cortaron secciones 
ultrafinas (0.08 µm) con un Ultracut UC-6 (Leica microsystems) y se tiñeron con citrato 
de plomo (solución de Reynolds). Las muestras se examinaron bajo un microscopio 
electrónico de transmisión FEI Tecnai T20 usando una cámara Veleta CCD. 
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General conclusions 

 

 
Nanoparticles have a size range similar to that of some biological entities such as 

proteins, DNA or viruses. This facilitates the interaction of nanoparticles with the 
biomolecules and cells in the human body and has opened new possibilities for the use 
of nanotechnology in the field of Medicine. In the area of Nanomedicine applied to the 
treatment of diseases, this thesis has focused on the development of polysaccharide-
based nanocapsules (NCs) that serve as a vehicle for the delivery of drugs in the human 
body. 

The selected method for the synthesis of NCs consists of a nanoemulsion process 
followed by a chitosan coating that allowed to obtain NCs with a spherical morphology 
and a main population of 100 nm in diameter. The ionic gelation process proved to be 
essential for the correct formation of the chitosan coating, while the sonication process 
did not, and was therefore eliminated to favour the scalability of the synthesis in view 
of possible industrial production in the future. Through this optimisation of the 
synthesis, it was achieved a simple, easily scalable, inexpensive and completely soft 
method that allows the encapsulation of molecules or small nanoparticles during the 
formation of NCs without being damaged. The nanocarrier obtained has shown great 
versatility and loading capacity as it is able of carrying molecules of interest with very 
different physical-chemical properties and even simultaneously incorporating active 
molecules and fluorescent markers, thus obtaining a multifunctional platform with great 
potential for biomedical applications. 

The functionalisation of the nanocapsules surface by binding the molecule of interest 
to the chitosan amino groups was an effective strategy to precisely control the surface 
properties of the NC. In accordance with the literature, the binding of biomolecules to 
the surface of NCs allowed to demonstrate that the surface properties of the 
nanocapsule strongly influence its interactions with biological systems. The binding of 
poly(ethylene glycol) (PEG) to the surface of NCs provided them greater stability in 
biological media and lower cytotoxicity. The functionalization of NCs with trimannoside 
produced an unexpected remodelling of the metabolic response of macrophages to M. 
tuberculosis infection. These promising results pave the way for the use of these NCs as 
cell metabolism modulators in the future, although further studies are needed to obtain 
information on the mechanisms and consequences of the modulation of cell 
metabolism. 



General conclusions 

250 
 

In this thesis, it has been demonstrated that these nanocapsules can be efficiently and 
stably loaded with a wide range of molecules or nanoparticles: oligonucleotides as 
transcription factor decoy (TFD) or small interfering RNA (siRNA), fluorophores with 
different properties and gold nanoparticles (AuNPs). In addition, to quantify the loading 
it has been necessary to develop specific methods for each type of molecule or 
nanoparticle incorporated into the nanocarrier. For example, interferences of the 
nanocarrier during the quantification of loaded oligonucleotides were solved by finding 
a method that guaranteed a correct separation between the nanocarrier and the loaded 
molecule. Loading quantification has shown that certain parameters, such as the 
amount of molecule added for encapsulation, the addition phase or the surface coating 
in the case of gold nanoparticles, play a key role in increasing the loading of the 
nanocapsule. The loading has been maximized in order to reach effective concentrations 
of the carried molecule using a lower amount of nanocarrier, which allows to decrease 
the possible toxicity derived from it. 

Regarding the toxicity of nanocapsules, the determination of the range of non-
cytotoxic concentrations in different cell lines has allowed their in vitro application 
under biocompatible conditions. In the future it would be interesting to carry out an 
optimisation of the nanocapsules in order to extend their range of non-cytotoxic 
concentrations and to be able to use higher doses, thus increasing the maximum 
achievable concentration of the cargo at the target site. This approach could favour the 
delivery of molecules that require high concentrations due to their low efficacy, such as 
the TFD used in this thesis, which did not show in vitro antibacterial activity, neither in 
its free form nor incorporated into the nanocarrier. To determine whether the low 
efficacy could be due to the failure of TFD to reach the inside of the bacteria or to other 
factors, it would be necessary to perform a bacterial internalisation study. 

However, the great capacity of the NCs to deliver their cargo inside eukaryotic cells 
quickly and efficiently was corroborated with other types of cargo (siRNA, fluorophores 
or gold nanoparticles) in different cell lines and Hydra vulgaris. For example, the 
nanocapsules delivered Nile Red fluorophore into the cells extremely quickly compared 
to many other nanomaterials investigated so far. The speed and efficiency of delivery 
are key advantages in a nanocarrier to reduce treatment times and thus reduce the 
associated toxicity. 

In the case of the AuNPs nanocarrier developed, besides dramatically increasing the 
internalization of AuNPs in colorectal cells while exhibiting an excellent biocompatibility, 
the NCs were able to protect AuNPs from aggregation and prevent their release in 
simulated gastrointestinal conditions. These promising results demonstrate the great 
potential of this hybrid nanocarrier to overcome the limitations of AuNPs in oral drug 
delivery in a future study. 
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In the case of siRNA, the excellent cellular internalization of siRNA when carried by 
chitosan- or xanthan-coated NCs demonstrated the ability of both systems to facilitate 
the entry of this oligonucleotide into cells. However, the level of gene silencing produced 
by siRNA-loaded NCs was low or nil, depending on the quantification technique used 
and the type of NC. The intracellular distribution of chitosan and xanthan NCs and the 
siRNA carried by them was very similar, so it was concluded that the presence of one or 
another polymer in the NC shell does not influence the intracellular fate of the 
nanocarrier or the transported molecule. The observation of siRNA trapped in 
endolysosomes and mitochondria led us to postulate that the low silencing efficiency 
obtained could be due to the absence of siRNA in its site of action, the cytosol. In order 
to release the siRNA from endolysosomes and mitochondria, we investigated the use of 
photochemical internalization (PCI) technology. In the case of mitochondria-targeting 
treatment, no clear release of siRNA from these organelles was observed after PCI. On 
the contrary, in the case of endolysosomes-targeting treatment, a remarkable release 
of siRNA from lysosomes was detected although it was not translated into a higher 
silencing efficiency. This could be due to the photooxidation of siRNA during the 
photochemical reaction, which could lead to the loss of its functionality, as has been 
described with other biomolecules and drugs in the literature. However, it is also 
possible that the siRNA released to the cytosol is still associated with the nanocapsule 
and this prevents it from exerting its biological activity, which could be the subject of an 
interesting future study. 
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Conclusiones generales 

 

 
Las nanopartículas poseen un rango de tamaño similar al de algunas entidades 

biológicas como las proteínas, el DNA o los virus. Esto facilita la interacción de las 
nanopartículas con las biomoléculas y células del cuerpo humano y ha abierto nuevas 
posibilidades para el uso de la nanotecnología en el campo de la medicina. En el ámbito 
de la nanomedicina aplicada al tratamiento de enfermedades, esta tesis se ha centrado 
en el desarrollo de nanocápsulas (NCs) basadas en polisacarídicas que sirvan como 
vehículo para transportar principios activos en el cuerpo humano. 

El método seleccionado para la síntesis de las NCs consiste en un proceso de 
nanoemulsión seguido de un recubrimiento de quitosano que permitió la obtención de 
NCs de morfología esférica con una población mayoritaria de 100 nm de diámetro. El 
proceso de gelificación iónica resultó ser imprescindible para la correcta formación del 
recubrimiento de quitosano, mientras que el proceso de sonicación no, y por ello fue 
eliminado en favor de la escalabilidad de la síntesis en vistas a una posible producción 
industrial en el futuro. Mediante esta optimización de la síntesis se consiguió un método 
simple, fácilmente escalable, barato y completamente suave que permite la 
encapsulación de moléculas o pequeñas nanopartículas durante la formación de las NCs 
sin que resulten dañadas. El nanotransportador obtenido ha mostrado una gran 
versatilidad y capacidad de carga al ser capaz de albergar moléculas de interés con 
propiedades físico-químicas muy distintas e incluso incorporar simultáneamente 
moléculas activas y marcadores fluorescentes, obteniendo así una plataforma 
multifuncional con gran potencial para aplicaciones biomédicas. 

La funcionalización de la superficie de las nanocápsulas mediante la unión de la 
molécula de interés a los grupos amino del quitosano fue una estrategia eficaz para 
controlar de forma precisa las propiedades de la superficie de la NC. De acuerdo con la 
literatura, la unión de biomoléculas a la superficie de las NCs permitió demostrar que 
las propiedades de superficie del nanotransportador influyen de forma notoria en sus 
interacciones con los sistemas biológicos. La unión de poli(etilenglicol) (PEG) a la 
superficie de las NCs les proporcionó una mayor estabilidad en medios biológicos y una 
menor citotoxicidad. La funcionalización de las NCs con trimanósido produjo una 
inesperada remodelación de la respuesta metabólica de los macrófagos ante la infección 
por M. tuberculosis. Estos prometedores resultados abren las puertas al uso de estas 
NCs como moduladores del metabolismo celular en el futuro, aunque se necesitan más 
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estudios para obtener información sobre los mecanismos y las consecuencias de la 
modulación del metabolismo celular. 

En esta tesis, se ha demostrado que estas nanocápsulas pueden ser cargadas de forma 
eficiente y estable con una gran diversidad de moléculas o nanopartículas: 
oligonucleótidos como señuelo de factores de transcripción (TFD) o RNA interferente 
pequeño (siRNA), fluoróforos con distintas propiedades y nanopartículas de oro 
(AuNPs). Además, para cuantificar la carga ha sido necesario desarrollar métodos 
específicos de cada tipo de molécula o nanopartícula incorporada al nanotransportador. 
Por ejemplo, las interferencias del nanotransportador durante la cuantificación de los 
oligonucleótidos cargados se solucionaron al encontrar un método que garantizara una 
correcta separación entre nanotransportador y molécula cargada. La cuantificación ha 
permitido evidenciar que algunos parámetros, como la cantidad de molécula añadida 
para su encapsulación, la fase de adición o el recubrimiento superficial en el caso de las 
nanopartículas de oro, juegan un papel fundamental para lograr incrementar la carga de 
la nanocápsula. La carga ha sido maximizada con la finalidad de alcanzar 
concentraciones efectivas de la molécula transportada utilizando una menor cantidad 
de nanotransportador, lo que permite disminuir la posible toxicidad derivada de este. 

En relación a la toxicidad de las nanocápsulas, la determinación del rango de 
concentraciones no citotóxicas en distintas líneas celulares ha permitido su aplicación in 
vitro bajo condiciones biocompatibles. En el futuro sería interesante realizar una 
optimización de las nanocápsulas para ampliar su rango de concentraciones no 
citotóxicas y poder utilizar mayores dosis, aumentando así la máxima concentración 
alcanzable de la molécula transportada en el sitio diana. Esta aproximación podría 
favorecer el transporte de moléculas que requieren de elevadas concentraciones debido 
a su baja eficacia, como el TFD utilizado en esta tesis, que no mostró actividad 
antibacteriana in vitro, ni en su forma libre ni incorporada al nanotransportador. Para 
determinar si la baja eficacia podría ser debida a que el TFD no consigue llegar al interior 
de la bacteria o a otros factores, sería necesario realizar un estudio de internalización 
bacteriana. 

No obstante, la gran capacidad de las NCs para transportar su carga al interior de 
células eucariotas de forma rápida y eficaz fue corroborada con otros tipos de carga 
(siRNA, fluoróforos o nanopartículas de oro) en distintas líneas celulares e Hydra 
vulgaris. Por ejemplo, las nanocápsulas transportaron el fluoróforo Nile Red al interior 
de las células de manera extremadamente rápida en comparación con muchos otros 
nanomateriales investigados hasta el momento. La rapidez y eficacia en el transporte 
constituyen ventajas clave en un nanotransportador para disminuir los tiempos del 
tratamiento y reducir así la toxicidad asociada. 

En el caso del nanotransportador de nanopartículas de oro desarrollado, además de 
aumentar drásticamente la internalización de las AuNPs en células colorrectales 
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exhibiendo una biocompatibilidad excelente, las NCs fueron capaces de proteger a las 
AuNPs de la agregación y prevenir su liberación en condiciones gastrointestinales 
simuladas. Estos prometedores resultados demuestran el gran potencial de este 
nanotransportador híbrido para superar las limitaciones de las AuNPs en la 
administración oral de fármacos en un estudio futuro. 

En el caso del siRNA, la excelente internalización celular del siRNA transportado por 
las NCs recubiertas de quitosano o xantano demostró la capacidad de ambos sistemas 
para facilitar la entrada de este oligonucleótido en las células. Sin embargo, el nivel de 
silenciamiento génico producido por las NCs cargadas de siRNA fue bajo o nulo, según 
la técnica de cuantificación utilizada y el tipo de NC. La distribución intracelular de las 
NCs de quitosano y de xantano y del siRNA transportado por ellas fue muy similar, por 
lo que se concluyó que la presencia de uno u otro polímero en la cubierta de la NC no 
influye en el destino intracelular del nanotransportador ni de la molécula transportada. 
La observación del siRNA atrapado en endolisosomas y mitocondrias nos llevó a postular 
que la baja eficiencia de silenciamiento obtenida podría deberse a la ausencia de siRNA 
en su sitio de acción, el citosol. Con el objetivo de liberar el siRNA de los endolisosomas 
y las mitocondrias, se investigó el uso de la tecnología de internalización fotoquímica 
(PCI). En el caso del tratamiento dirigido a mitocondrias, no se observó una liberación 
clara del siRNA de estos orgánulos tras la PCI. Por el contrario, en el caso del tratamiento 
dirigido a endolisosomas, se detectó una notable liberación del siRNA de los lisosomas 
pero no se vio traducida en una mayor eficiencia de silenciamiento. Esto podría deberse 
a la fotooxidación del siRNA durante la reacción fotoquímica, que podría conducir a la 
pérdida de su funcionalidad, como ha sido descrito con otras biomoléculas y fármacos 
en la literatura. No obstante, también es posible que el siRNA liberado al citosol esté 
todavía asociado a la nanocápsula y esto le impida ejercer su actividad biológica, lo que 
podría ser objeto de un interesante estudio futuro. 
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Abreviaturas 

 
 

°C: grados centígrados 

AuNPs: nanopartículas de oro 

BPD-MA: Benzoporphyrin Derivative Monoacid Ring A 

BS3: bis(sulfosuccinimidil)suberato 

BSA: albúmina sérica bovina (Bovine Serum Albumin) 

cDNA: DNA complementario (complementary DNA) 

Cryo-TEM: microscopía electrónica de transmisión criogénica (Cryogenic Transmission 
Electron Microscopy) 

CS: quitosano (Chitosan) 

DL: carga de fármaco (Drug Loading) 

DLS: dispersión dinámica de la luz (Dynamic Light Scattering) 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

dsRNA: RNA de doble cadena (double strand RNA) 

EE: eficiencia de encapsulación 

EPR: efecto de permeabilización y retención (Enhanced Permeability and Retention) 

ESF: Fundación Europea de la Ciencia (European Science Fundation) 

FDA: Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (U. S. Food and Drug 
Administration) 

FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier-transform infrared 
spectroscopy) 

GFP: proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 

IRM: imagen por resonancia magnética (MRI: Magnetic Resonance Imaging) 

LPF: Lipofectamina 

LSPR: resonancia del plasmón de superficie localizado (Localized Surface Plasmon 
Resonance) 

MFI: mediana de la intensidad de fluorescencia (Median Fluorescence Intensity) 

MHII: medio de cultivo Mueller Hinton II 

MIC: concentración mínima inhibitoria (Minimum Inhibitory Concentration) 

mRNA: RNA mensajero (messenger RNA) 

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Methicillin resistant 
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Staphylococcus aureus) 

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

NCs: nanocápsulas 

NIR: región espectral del infrarrojo cercano (Near Infrared) 

NPs: nanopartículas 

o/w: emulsión simple de aceite en agua (oil/water) 

OMS: Organización Mundial de la Salud (WHO: World Health Organization) 

PBS: tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 

PCC: coeficiente de correlación de Pearson (Pearson’s Correlation Coefficient) 

PCI: tecnología de internalización fotoquímica (Photochemical Internalization) 

PDI: índice de polidispersidad (Polidispersity Index) 

PDT: terapia fotodinámica (Photodynamic Therapy) 

PEG: poli(etilenglicol)  

PLGA: ácido poli(láctico-co-glicólico) 

PS: fotosensibilizador (Photosensitizer) 

RISC: complejo silenciador inducido por el RNA (RNA-induced silencing complex) 

RNA: ácido ribonucleico 

RNAi: interferencia por RNA (RNA interference) 

ROS: especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen species) 

ROS: especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species) 

rpm: revoluciones por minuto 

RT-qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción inversa 
(Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) 

S. aureus: Staphylococcus aureus 

SDS-PAGE: electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida  

SEM: microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Microscopy) 

SFM o SRE: sistema fagocítico mononuclear o sistema retículo-endotelial 

SGF: fluido gástrico simulado (Simulated Gastric Fluid) 

SIF: fluido intestinal simulado (Simulated Intestinal Fluid) 

siRNA: RNA pequeño interferente (small interfering RNA) 

SPR: resonancia de plasmón superficial (Surface Plasmon Resonance) 

Sulfo-NHS: N-hidroxisulfosuccinimida 

TEM: microscopía electrónica de transmisión (Transmission Electron Microscopy) 

TFD: señuelo de factor de transcripción (Transcription Factor Decoy)  
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TPPS2a: meso-tetrafenilporfina disulfonada 

ufc: unidades formadoras de colonias 

UV-Vis: ultravioleta-visible 

XN: xantano (Xanthan) 
 

 




