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RESUMEN 

Los sistemas de env’o basados en nanoestructuras han demostrado ser una 

herramienta muy œtil para proponer nuevos tratamientos contra c‡ncer. Estos sistemas 

pueden ser sintetizados para responder a necesidades espec’ficas de la terapia, pero 

algunos de ellos tienen que ser inoculados directo a tumor porque no poseen buena 

biocompatibilidad. El objetivo principal de esta investigaci—n fue desarrollar un 

microbot, capaz de focalizar y controlar el env’o y la expresi—n de genes en tejidos 

blanco como tumores, usando monocitos como acarreadores, acomplejados con 

nanopart’culas magnŽticas fluorescentes, quitosan y ADN. 

Las nanopart’culas magnŽticas fluorescentes fueron acomplejadas con quitosan y 

ADN (usando como pl‡smido reportero pHRE_Luc, que contiene en su regi—n 

promotora seis elementos de respuesta a hipoxia) siguiendo la metodolog’a de gelaci—n 

i—nica. Los nanocomplejos fueron caracterizados en tama–o, potencial zeta y 

citotoxicidad usando la tŽcnica de XTT. Los monocitos se obtuvieron de ratones 

C57BL/6 hembras de 6-7 semanas por punci—n cardiaca y estos fueron separados 

posteriormente por gradiente de densidad. Los microbots fueron sintetizados usando un 

mill—n de monocitos con 50 µg de nanocomplejos. Finalmente, hembras de 6-8 semanas 

C57BL/6 fueron inoculadas de manera subcut‡nea con cŽlulas B16F10 de melanoma 

murino y fueron separadas en 5 grupos de tres ratones cada uno. DespuŽs de 10 d’as de 

generaci—n del tumor, el primer grupo fue tratado con microbots y fueron guiados a la 

zona tumoral mediante un campo magnŽtico externo generado por un im‡n de neodimio 

de 3T, el segundo grupo fue tratado œnicamente con microbots, el tercer grupo fue 

inoculado con nanocomplejos y aplicando el campo magnŽtico, el cuarto grupo fue 

tratado con nanocomplejos œnicamente para conocer la biodistribuci—n y el quinto grupo 

fue tratado con PBS y usado como control negativo. A las 48 horas los animales fueron 

sacrificados siguiendo la norma mexicana MX-NOM-062-ZOO-1999. Pulmones, 

h’gado, coraz—n, ri–ones, bazo y tumor fueron removidos y macerados para determinar 

la eficiencia del sistema mediante la fluorescencia de las nanopart’culas magnŽticas 

fluorescentes la expresi—n gŽnica fue medida por luminiscencia. Los resultados 

mostraron que el sistema tiene la capacidad de llegar al tumor con alta especificidad y es 

una opci—n muy viable para sistemas de env’o de genes a tumor.  
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ABSTRACT 

Nano-drug and nano-gene delivery systems have become a very useful tool to 

propose new treatments for cancer. These systems can be synthesized in order to 

respond to specific needs of the therapy, but some of them have to be inoculated directly 

to the tumor site, because their biocompatibility is not the best, leading the immune 

system to recognize and eliminate them. The main objective of this research was to 

develop a microbot, to focalize and control the delivery and expression of genes in target 

tissues such as tumors, using monocytes as carriers, complexed with magnetic 

fluorescent nanoparticles, chitosan and, pDNA.  

Magnetic fluorescent nanoparticles were complexed with chitosan and pDNA 

(using pHRE_Luc as a reporter plasmid, which contains a promoter that responds to 

hypoxia) following Calvo and Cols (1997) ionic gelation method; nanocomplexes were 

characterized by size, zeta potential, atomic force microscopy and, cytotoxicity by XTT 

assay. Cells were obtained from healthy C57BL/6 mice by cardiac puncture. Monocytes 

were then isolated using density gradient. Microbots were produced by adding a million 

monocytes into a suspension containing 50 µg of the nanocomplexes. Finally, female 6-7 

week old C57BL/6 mice with subcutaneous tumor previously induced by the injection of 

B16F10 murine melanoma cells were divided into 5 groups of three mice each. After 10 

days of the tumor generation, the first group was treated with microbots using a 

magnetic field (3T) to attract the nanocomplexes to the tumor site, the second group was 

treated with microbots only, the third group was treated with nanocomplexes using a 

magnetic field (3T), to attract them in to the tumor site, the fourth group was inoculated 

with nanocomplexes only, for  biodistribution and the last group was inoculated with pH 

7.0 PBS and used as a negative control. After 48 hours, animals were killed following 

the MX-NOM-062-ZOO-1999. Lungs, liver, kidneys, spleen, heart, and tumor were 

aseptically removed, after which they were frozen and macerated to determinate the 

efficiency of delivery by fluorescence and gene expression efficiency by luminescence. 

The results have showed that the system has the ability to arrive with high specificity to 

the tumor site and that it is a good option as a gene delivery system.
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I. ! INTRODUCCIîN  

Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo es el 

c‡ncer. El c‡ncer es una patolog’a causada por un crecimiento anormal y descontrolado 

de una o varias l’neas celulares, el cual puede diseminarse a otros tejidos si no es 

controlado a tiempo. Existen m‡s de 100 tipos de c‡ncer diferentes (Cancer Health 

Center, 2014) y dentro de los diferentes tipos algunos son m‡s peligrosos que otros, 

debido a su localizaci—n, es por eso que las terapias dependen de mœltiples factores, 

haciŽndolas poco eficientes. 

Hoy en d’a existen diversos tratamientos para c‡ncer, dentro de los cuales 

destacan la cirug’a de remoci—n de tumores s—lidos, la radioterapia, la quimioterapia, la 

inmunoterapia, la terapia dirigida, la terapia hormonal y la terapia por medio de 

trasplante de cŽlulas madre. Cada una de ellas tienen sus propias limitaciones, en el caso 

de las quimioterapias uno de los contratiempos con los cuales se afrontan los pacientes 

es el alto grado de toxicidad que estas generan, eliminando no solo a cŽlulas 

cancer’genas, si no tambiŽn generando da–os colaterales en cŽlulas que no son blanco, 

provocando una descompensaci—n y un malestar m‡s a la lista, por lo que se dice que 

este tipo de tratamientos son terapias generalizadas y poco espec’ficas. 

 La terapia dirigida, ofrece un nœmero muy alto de beneficios en relaci—n al 

nœmero de efectos negativos, tomando en cuenta en primer plano el estudio del origen 

del c‡ncer para el reconocimiento de un blanco terapŽutico que pueda frenar o revertir 

los da–os causados por el c‡ncer, algo similar a lo que nos sugiere la medicina 

gen—mica, lo cual es Òmedicina especializadaÓ o Òmedicina individualizadaÓ, en donde 

se toman en cuenta los requerimientos principales de cada una de las posibles fuentes del 

c‡ncer dependiendo su tipo, para despuŽs ser estudiadas y buscar un blanco terapŽutico 

—ptimo para evitar o minimizar da–o a cŽlulas no blanco y garantizar el correcto 

funcionamiento de la terapia. 

Una de las l’neas de investigaci—n m‡s usadas recientemente para aplicaci—n a la 

terapia dirigida es la nanotecnolog’a, ya que, estudios han demostrado que la liberaci—n 
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controlada de f‡rmacos usando nanopart’culas tiene el potencial para disminuir 

significativamente la severidad de los efectos secundarios, entre los que se encuentra la 

toxicidad a cŽlulas que no son blanco terapŽutico (Liu et al. 2015; Tang et al. 2011). 

El uso de estas nanopart’culas se encuentra actualmente en investigaci—n por 

mœltiples factores como env’o y mejoramiento de la liberaci—n del f‡rmaco. Cuando al 

transporte de estas nanopart’culas respecta se ha descubierto su capacidad de ser 

transportadas al sitio blanco con el uso de propiedades magnŽticas mediante la adici—n 

de metales, como por ejemplo el hierro (Martel 2012). 

Otra de las condiciones b‡sicas para asegurar la efectividad de este tipo de 

terapias en el tratamiento contra c‡ncer es la evasi—n del sistema inmune, ya que muchas 

veces estas nanopart’culas se pueden volver blanco inmunol—gico, y susceptibles a 

degradaci—n antes de llegar a su sitio blanco.  

Dentro de las estrategias m‡s usadas para burlar al sistema inmune se encuentra 

el uso de nanopart’culas recubiertas por membrana (CM-NPs), lo que les confiere 

cualidades m‡s all‡ de la funci—n natural de las membranas (Hau Zhou et al. 2016) y 

aumenta dram‡ticamente su capacidad para llegar al sitio blanco casi intactas, lo que, a 

su vez, genera una mayor efectividad en el tratamiento mediante este mŽtodo. Otra 

estrategia es el uso de NP acomplejadas a cŽlulas propias del organismo como 

acarreadores, la cual tiene muchas ventajas, como el hecho de ser biocompatibles (no ser 

blanco del sistema inmune) lo que aumenta su biodisponibilidad, y mejora notablemente 

la viabilidad de los complejos. El proceso anteriormente descrito es conocido como 

biofuncionalizaci—n de nanopart’culas, comprende el uso de cŽlulas para aumentar la 

compatibilidad de estas con el sistema.  

El objetivo de esta investigaci—n es desarrollar un microbot utilizando monocitos 

como acarreadores para aumentar la eficiencia en el env’o dirigido de agentes 

terapŽuticos a tumor. 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 C‡ncer y la importancia de su estudio. 

El c‡ncer es un proceso multicausal y multigŽnico. Este se desarrolla debido a la 

acumulaci—n de lesiones de un limitado nœmero de genes que determina un desbalance 

homeost‡tico y aquellos genes de proliferaci—n y genes supresores de tumor. Muchas de 

estas lesiones pueden ser causadas por factores ex—genos o end—genos (National Cancer 

Institute 2015). 

 

El c‡ncer se puede originar en cualquier parte del cuerpo, comienza cuando las 

cŽlulas crecen descontroladamente sobrepasando a las cŽlulas normales, lo cual dificulta 

que el cuerpo funcione de la manera en la que deber’a (American Cancer Society 2017). 

 

La carcinogŽnesis se presenta en distintas etapas, comienza con un da–o a nivel 

de ADN que se le llama iniciaci—n, posteriormente las cŽlulas que contienen el da–o, dan 

forma a una expansi—n clonal selectiva con el mismo da–o que mantiene la cŽlula 

iniciada, con alteraciones genŽticas y los protooncogenes empezando a modificarse para 

dar lugar a oncogenes y en esta etapa se ve como los genes supresores de tumores no 

efectœan su trabajo de manera adecuada. La conversi—n maligna generar‡ un cambio 

muy agresivo, con actividades de proliferaci—n celular m‡s desarrollada, con una 

capacidad de supervivencia m‡s alta de lo normal, ya en esta etapa son muy resistentes a 

la quimioterapia y tienen una caracter’stica m‡s agresiva que es la met‡stasis, en donde 

las cŽlulas malignas encuentran la salida a otros tejidos para invadirlos y posteriormente 

generar un proceso cancer’geno generalizado. 

 

El c‡ncer es una de las enfermedades que m‡s vidas ha cobrado durante esta 

œltima dŽcada y esa es la raz—n principal de que hoy en d’a sea la patolog’a m‡s 

estudiada, no solo en MŽxico, si no en el mundo.  

 

En comparaci—n a nivel mundial, MŽxico parece tener bajas tasas de mortalidad 

por c‡ncer, considerando a toda la poblaci—n (70 por 100 mil habitantes), siendo de las 
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tasas m‡s bajas del continente americano. Sin embargo, las transiciones y estilos de vida 

llevar‡n al incremento de mortalidad por neoplasias en los pr—ximos a–os, llegando a 

tasas superiores a las observadas en Europa (mayores de 200 por 100 mil habitantes) 

(Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME) 2017). 

Actualmente se manejan diferentes alternativas para el tratamiento de c‡ncer, una 

de las primeras opciones que surgieron fueron las quimioterapias, que en realidad son 

agentes qu’micos que tratan de eliminar las cŽlulas que se comportan de manera 

aberrante, interfiriendo en acciones metab—licas fundamentales para la supervivencia de 

la cŽlula, sin embargo, en muchas ocasiones, el agente no es correctamente evaluado y 

puede no funcionar contra un tipo de c‡ncer, o no se aplica la terapia correctamente, ya 

que la citotoxicidad de estos agentes es muy alta y no solo da–an a las cŽlulas blanco si 

no a tejidos en los que estos agentes llegan de manera inespec’fica e interfieren con el 

ciclo celular normal, gui‡ndolos a  apoptosis, generando un problema severo para el 

paciente. Esa es una de l 

as razones por la cual es urgente desarrollar mejores tratamientos, que no solo 

sean m‡s eficaces contra el c‡ncer si no que de igual manera sean menos da–inos contra 

tejidos no blanco. 

 

2.1.1 Microambiente tumoral. 

 

Tratar de entender al c‡ncer como una neoplasia multicausal y multigŽnica no 

sirve de nada si no se entiende el microambiente tumoral. 

 

Es un ecosistema dentro del tumor, el cual se mantiene gracias a la presencia de 

diferentes estirpes celulares y estas a su vez interactœan en pro o en contra del tumor, 

pero d‡ndole caracter’sticas f’sicas pro-supervivencia de cualquier manera (figura 1). 

 

El microambiente tumoral est‡ compuesto de cŽlulas endoteliales, fibroblastos, 

cŽlulas perivasculares y cŽlulas inflamatorias que regulan componentes cr’ticos del 

proceso tumorigŽnico: angiogŽnesis, desmoplasia e inflamaci—n respectivamente. Una 

matriz extracelular especializada, una membrana compuesta, separa a las cŽlulas 
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endoteliales de las epiteliales del soporte del estroma. Est‡ compuesto de col‡geno IV, 

entactina, laminina y proteoglicanos de hepar‡n-sulfato, que le confieren especificidad 

de tejido, polaridad epitelial y funcionalidad (Finger E. 2010). 

 

 
Figura 1. Interacciones celulares en el microambiente tumoral (Tomado de Quail Daniela 2010). 

 

Dentro del microambiente se encuentras tres regiones muy importantes, la regi—n 

m‡s adentrada que es la de necrosis, caracterizada por mantener restos celulares que le 

sirven de alimento a la capa del medio, llamada zona de hipoxia, en donde la presi—n de 

ox’geno es baja o casi nula, y es en esta zona donde se lleva a cabo la mayor parte de 

procesos que mantienen la integridad del tumor, d‡ndole alimento y resistencia a 

f‡rmacos quimioterapŽuticos. La regi—n externa, es la regi—n de normoxia, donde se 

encuentran principalmente cŽlulas del sistema inmunol—gico y tumorales en una batalla 

continua, generando una inflamaci—n constante. 

 

2.1.2 Hipoxia. 

 

La regi—n de hipoxia es ampliamente estudiada œltimamente, ya que se encuentra 

asociada a un mal pron—stico cuando se encuentra desarrollada. Esta condici—n es 

conocida por inducir a genes que se encuentran relacionados con la regulaci—n de la 

proliferaci—n celular, producci—n de la matriz extracelular, adhesi—n celular, y algunos 

otros puntos clave de la tumorigŽnesis. El mecanismo detr‡s de este efecto es llevado a 
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cabo por la inducci—n de la familia del factor inducible por hipoxia (HIF-1), que son 

factores de transcripci—n. En condiciones normales de hipoxia aguda-cr—nica, HIF-1!  es 

estabilizado en una manera oxigeno dependiente por la hidroxilaci—n y degradaci—n 

subsecuente de HIF-1!  por PHDs que requieren ox’geno y 2-oxiglutarato como 

sustratos, as’ como hierro y ‡cido asc—rbico como cofactores. Una vez estabilizado, HIF-

1!  puede formar un heterod’mero con HIF-1" , permitiendo a este factor de transcripci—n 

unirse al nœcleo de la secuencia 5#-RCGTG-3# e incrementar la transcripci—n de genes 

blanco (Finger E. 2010). 

 

El estado de hipoxia est‡ relacionado a la resistencia a terapias, tanto qu’micas 

como f’sicas, ya que cuando se forma el heterodimero HIF-1" / HIF-1!  se transcriben 

genes de proliferaci—n celular y de mantenimiento, tal es el caso del factor vascular 

endotelial (VEGF) que es el principal encargado del proceso de angiogŽnesis. Este 

proceso le permite a la cŽlula crecer vasos sangu’neos para obtener nutrientes para las 

cŽlulas tumorales en desarrollo, es por eso que muchas terapias hoy en d’a buscan usar a 

HIF-1!  como blanco, sin embargo, realmente pocas lo han logrado sin generar efectos 

secundarios considerables. 

 

2.1.3 Terapias dirigidas. 

 

Una de las grandes problem‡ticas de las quimioterapias de primera l’nea, es la 

gran inespecificidad que mantienen, tanto de absorci—n como de llegada. Cuando una 

quimioterapia es administrada v’a intravenosa, esta circula a travŽs del torrente 

sangu’neo, siguiendo el camino de la circulaci—n portal, y muchos de los —rganos 

encontrados dentro del cuerpo pueden absorber la quimioterapia y a largo plazo, verse 

intoxicados por esta, por lo tanto, algunas veces el paciente empeora en lugar de ocurrir 

lo contrario, y si el f‡rmaco logra llegar al tejido en el cual se encuentra la neoplasia, 

este no discrimina entre cŽlulas sanas y cŽlulas aberrantes, por lo que muchas veces 

compromete tejidos aleda–os al tumor. 
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Una terapia dirigida comprende un tratamiento en el que se usan medicamentos u 

otras sustancias para identificar y combatir tipos espec’ficos de cŽlulas cancerosas y que 

causa menos da–o a las cŽlulas normales. Algunas terapias dirigidas impiden la acci—n 

de ciertas enzimas, prote’nas u otras molŽculas que participan en el crecimiento y 

diseminaci—n de las cŽlulas cancerosas (National Cancer Institute 2016).  

 

La medicina gen—mica o especializada ha empezado a tomar auge en estas 

œltimas dŽcadas, ya que, su objetivo principal es el de generar tratamiento 

individualizado reduciendo ampliamente los efectos secundarios y muy probablemente 

mejorando la eficacia del f‡rmaco para la pronta recuperaci—n del paciente. 

 

Las herramientas moleculares han permitido describir de manera puntual, 

muchas de las v’as por las cuales se puede generar c‡ncer en distintos tejidos, algunas de 

ellas convergen y muchas de ellas no, sin embargo, gracias a estas v’as, podemos 

encontrar prote’nas que pueden ser blanco terapŽutico, frenando v’as de proliferaci—n o 

v’as metab—licas fundamentales para la cŽlula, pero de manera espec’fica en las 

aberrantes, sin necesidad de comprometer las dem‡s. 

 

Si bien se pueden bloquear v’as mediante la eliminaci—n de prote’nas o el 

bloqueo de ellas, tambiŽn se puede inhibir su s’ntesis, y esto muchas veces puede ser 

mediante el uso de terapias gŽnicas, llamadas as’, por su interacci—n con el gen blanco y 

silenci‡ndolo para que no pueda ser transcrito o en algunos casos, dependiendo de la 

sonda, traducido. 

 

2.1.4 Terapia gŽnica. 

 

La terapia gŽnica es una tŽcnica experimental para tratar enfermedades mediante 

la alteraci—n del material genŽtico del paciente. Con mucha frecuencia, la terapia gŽnica 

consiste en la introducci—n de una copia sana de un gen defectuoso en las cŽlulas del 

paciente (National Human Genome Research Institute 2018). 
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Con la translaci—n cl’nica en mente, se est‡ invirtiendo mucho en los aspectos 

m‡s aplicables de la terapia gŽnica, como optimizar protocolos requeridos para la 

manufactura de las reservas de vectores bien manufacturados que se requieren para tratar 

humanos (Clement N et al. 2016) y asegurar que los nuevos vectores sean œtiles para 

mŽtodos de manufactura comercial a gran escala. Incrementando la confianza en la 

terapia gŽnica para la medicina cl’nica ha creado una competici—n intensa en el espacio 

de biofarmacŽuticos, sobre todo en las enfermedades m‡s lucrativas; el tratamiento para 

desordenes de coagulaci—n como la hemofilia A y hemofilia B usando vectores del tipo 

AAV es un ejemplo, en donde cuando menos 10 compa–’as por separado han iniciado o 

anunciado pruebas cl’nicas (Baruteau J et al. 2017). 

 

Los sistemas de env’o de genes pueden ser clasificados en dos grandes 

categor’as: no viral y sistemas virales recombinantes (figura 2). En comparativa, los 

puntos fuertes de los no virales, incluyen la caracterizaci—n qu’mica, simplicidad y 

reproducci—n de producci—n. Capacidad de empaque mayor y sin problem‡ticas de 

bioseguridad. El env’o de genes, de cualquier manera, es relativamente ineficiente 

comparada con sistemas virales recombinantes y los efectos son comœnmente 

transitorios. Aun as’, mejoras en la estabilidad y potencia de ‡cidos nucleicos, as’ como 

la tecnolog’a de env’o de pol’meros lip’dicos est‡n avanzando en el campo de agentes 

env’o con agentes no virales (Ginn Samantha et al. 2018). 

 

 
Figura 2. Vectores usados en pruebas cl’nicas (Tomado de Wiley 2018). 
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2.2 Nanomedicina. 

 

Nanotecnolog’a, es el estudio y desarrollo de sistemas en escala nanomŽtrica, 

ÒnanoÓ es un prefijo del Sistema Internacional de Unidades  que viene del griego $%$&' 

que significa enano, y corresponde a un factor 10^-9,  que aplicado a las unidades de 

longitud, corresponde a una mil millonŽsima parte de un metro (10^-9 Metros) es decir 

un  Nan—metro, la nanotecnolog’a estudia la materia desde un nivel de resoluci—n 

nanomŽtrico, entre 1 y 100 Nan—metros aproximadamente  (Nanotecnolog’a de Chile 

2015). 

 

Nanomedicina es la aplicaci—n de la nanotecnolog’a al diagn—stico, la prevenci—n 

y el tratamiento de enfermedades y, en consecuencia, al entendimiento de los procesos 

pato- fisiol—gicos que intervienen en el origen y curso de una enfermedad determinada.  

 

Esta definici—n abarca las 3 ‡reas principales que la nano- tecnolog’a debe 

satisfacer para fines mŽdicos: 

 

¥( Liberaci—n de f‡rmacos e ingenier’a de tejidos. Esta ‡rea se enfoca en el 

desarrollo de biomateriales nanoestructurados para construir sistemas que 

transporten y entreguen f‡rmacos de manera controlada. O bien, en 

combinaci—n con la biolog’a celular, se puedan usar en el campo de la 

medicina regenerativa para reparar o reemplazar tejidos u —rganos da–ados. �R 

 

¥( Diagn—stico. Esta rama de la nanomedicina se enfoca en el dise–o de 

nanodispositivos con la finalidad de identificar una enfermedad a nivel 

celular o molecular por medio de nanosistemas de imagen o nanobiosensores, 

los cuales contienen un componente biol—gico capaz de detectar en tiempo 

real y con una alta sensibilidad un analito determinado �R 

 

¥( Terapia y diagn—stico (teran—sticos). Aqu’ se busca dise–ar y aplicar 

nanomateriales que identifiquen una patolog’a y liberen molŽculas 
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terapŽuticas simult‡nea- mente y de manera controlada (Rojas-Aguirre Y 

2016). �R 

Los materiales y las tecnolog’as que se han utilizado para la construcci—n de 

nanosistemas de liberaci—n de f‡rmacos son muy diversos (figura 3), pero se pueden 

clasificar de manera muy general en 2 grandes grupos:  

 

¥( Nanoestructuras org‡nicas. En este grupo se encuentran los materiales 

polimŽricos con los que se construyen nanoesferas, nanoc‡psulas, micelas, 

liposomas, dendr’meros y conjugados pol’mero-f‡rmaco. �R 

 

¥( Nanoestructuras inorg‡nicas. Bajo esta clasificaci—n est‡n las nanopart’culas 

de —xidos met‡licos, nanopart’culas de s’lica mesoporosa y nanotubos de 

carbono (Rojas-Aguirre Y 2016). �R 

 

 

 

 

Figura 3. Tipos de Nanoestructuras. a) Nanoestructuras org‡nicas. b) Nanoestructuras inorg‡nicas 

(Tomado de Aguirre-Rojas Y et al. 2016). 

 

Estos nanosistemas pueden, eventualmente, convertirse en una herramienta muy 

poderosa para el env’o de f‡rmacos anticancer’genos. Usualmente tienen una 

constituci—n de tres capas; un nœcleo con material constituyente, un agente terapŽutico 

con un agente que permita su visualizaci—n y modificaciones biol—gicas en la superficie 
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que ermita el mejoramiento de la bio-distribuci—n y la fijaci—n de la zona blanco de la 

nanopart’cula. (Benyettou F, et al. 2009). 

Llegar a tumores s—lidos por la mayor’a de los agentes nanoterapŽuticos es 

logrado de manera pasiva por el efecto de permeabilidad y retenci—n (EPR). Por su 

tama–o y las propiedades de su superficie, los agentes nanoterapŽuticos pueden viajar a 

travŽs de los vasos sangu’neos fenestrados en tumores, con una retenci—n incrementada 

debido a la ausencia de drenaje linf‡tico. Esto le da un aumento a la acumulaci—n de la 

droga con nanovectores en el tejido tumoral en comparaci—n con el que se logra con una 

droga administrada de forma libre. La formulaci—n de los nanovectores para compuestos 

anti-c‡ncer tiene muchas ventajas sobre las drogas administradas de manera libre: 

proteger las drogas de la degradaci—n en el cuerpo ante de que lleguen a su sitio blanco, 

aumentar el consumo de la droga por el tumor, permitir un mejor control en el tiempo de 

distribuci—n de drogas en el tejido tumoral, y prevenir que las drogas interactœen con 

cŽlulas normales para disminuir as’ toxicidad (Chung-Tzu Hsueh et al. 2016). 

 

2.2.1 Nanopart’culas magnŽticas. 

 

Agentes citot—xicos convencionales no demuestran especificidad predominante 

por blancos que œnicamente sean expresados en tumor comparado con cŽlulas normales, 

pero dependen ampliamente de una biodistribuci—n favorable para lograr su meta 

terapŽutica. Una manera de aumentar la distribuci—n es usar nanopart’culas que 

respondan a magnetismo cargadas con estas drogas citot—xicas y dirigidas por gradientes 

de campo magnŽtico al microambiente intersticial del tumor (Klostergaard 2012). 

 

A estas nanopart’culas se les han dado caracter’sticas electromagnŽticas mediante 

la s’ntesis de ellas en manera conjunta con iones de hierro, cobalto, cobre, etc, lo cual les 

brinda sensibilidad a campos electromagnŽticos.  

 

A estas nanopart’culas se les ha intentado transportar mediante distintos mŽtodos, 

principalmente al poseer una carga y ser sensibles a campos electromagnŽticos, se les 

gu’a mediante el uso de un im‡n, peg‡ndolo a la capa externa del objeto de estudio (si es 
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in vivo) y desplaz‡ndolo a la zona de interŽs, posteriormente se toma una muestra de la 

zona de interŽs y entonces se revisa la cantidad de estas nanopart’culas magnŽticas para 

poder relacionar cuantas llegaron de manera apropiada a la zona deseada. Est‡ tŽcnica 

implica muchas ventajas, dentro de las que est‡n la practicidad y la relaci—n costo-

beneficio.  M‡s aun, las nanopart’culas recubiertas de quitosan pueden cruzar muy 

f‡cilmente las membranas, de igual manera en las uniones cŽlula-cŽlula, mediante la 

apertura de estas mismas por la mediaci—n del quitosan en las cŽlulas epiteliales (Saji 

Uthaman et al. 2014). 

 

El concepto de vectores magnŽticos para terapia ha evolucionado del uso de 

campos magnŽticos generalizados (no focalizados) que en gradiente pueden acercar a las 

nanopart’culas sensibles a campo magnŽtico a los alrededores tumorales, dependiendo 

de la difusi—n de estos mecanismos para su efectividad, al logro de hoy en d’a que es la 

el env’o magnŽtico localizado y extravasaci—n tumoral. Los vectores magnŽticos tienen 

muchos factores que ayudan a su eficacia:  

 

¥( La capacidad de los campos electromagnŽticos para focalizarse en un 

objetivo para enviar de manera dirigida a distancia, lo cual es una funci—n de 

la fuerza del campo y de la configuraci—n del magneto. 

 

¥( La susceptibilidad magnŽtica de la NPM, y su capacidad de ser manipulada y 

concentrada de un flujo en el torrente sangu’neo que lleve a extravasaci—n. 

 

¥( La superficie de la NPM que permita una carga suficiente de agentes 

terapŽuticos que puedan ser depositados al sitio tumoral en una dosis alta. 

 

¥( La reducci—n/eliminaci—n de los efectos citot—xicos de las NPM y sus 

construcciones para terapias antes de llegar al tejido blanco, minimizando as’ 

el da–o a tejidos normales o no blanco (Klostergaard Jim 2012). 
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Dentro de los agentes que responden a campos magnŽticos con los cuales se 

sintetizan de manera cotidiana estas NPM (figura 4), existe un grupo particular que 

mantiene ventajas sobre los otros, aquellas sintetizadas con hierro. 

 

 
Figura 4. Materiales para s’ntesis de NPM que se han probado eficaces en tratamientos (Tomado de 

Klostergaard Jim 2012). 

 

2.2.2 Nanopart’culas recubiertas de quitos‡n. 

 

El quitosan es la forma N-deacetilada de la quitina que es frecuentemente 

derivada de caparazones de crust‡ceos. Es un polisac‡rido cati—nico linear que contiene 

un §-(1,4)- unido a un D-Glicosamina y N-acetil-D-glucosamina (Liu et al. 2010; Yi et 

al. 2105). Se sabe que las nanopart’culas recubiertas de quitosan aumentan la liberaci—n 

de f‡rmacos en sitios locales para tratar desordenes gastrointestinales (Metz et al. 2005) 

y para tratamiento dirigido contra c‡ncer. (Elzatahry et al. 2009; Ramadas et al. 2000; 

Apoorv et al. 2012). 
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Figura 5. Estructura del quitosan (Tomado de Xioasong Li 2013). 

 

El quitosan (figura 5) puede ser f‡cilmente procesado en diferentes formas, como 

laminas, tabletas, membranas y macropart’culas o nanopart’culas, permitiendo dise–ar 

una gran variedad de artefactos mŽdicos y farmacol—gicos que se adaptan a cada 

prop—sito (Xiaosong Li  2013). 

 

El recubrir las nanopart’culas con quitosan nos ayuda a tener una mayor 

biocompatibilidad de Žstas, ya que el cuerpo humano por s’ solo no puede degradar la 

quitina, al no poseer las enzimas necesarias para la degradaci—n. 

 

La presencia de estos grupos amino e hidroxilo los hacen œtiles para la 

encapsulaci—n de —xidos met‡licos, que resultan en part’culas hidrof’licas, 

biocompatibles y estables. Las propiedades cati—nicas del quitosan son principalmente 

por la presencia de los grupos amino que se encuentran cargados positivamente, estos 

permiten la interacci—n con ‡cidos nucleicos que est‡n cargados de manera negativa, no 

hay que olvidar que el quitosan les brinda a las nanopart’culas una carga positiva y 

genera interacciones con sus grupos funcionales amino secundario, (NH2) y oxidrilo. 

 
Tokura et al. probaron que los macr—fagos eran activados a varios niveles por 

derivados de la quitina, y el 30% DA-quitina y quitina sulfato estimulan la producci—n 

de anticuerpos circulatorios (Tokura S, et al. 1999). La acumulaci—n de carboximetil 

quitina tiene lugar en granulocitos y macr—fagos. Ellos encontraron de igual manera que 

una inyecci—n intraperitoneal de N-Acetilquitohexaosa inhib’a el crecimiento de cŽlulas 

tumorales y de pat—genos.  
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La quitina tiene respuestas inmunol—gicas innatas y adaptativas complejas 

dependientes de tama–o, que incluyen la habilidad de reclutar y activar cŽlulas de la 

inmunidad innata y producir as’ quimiocinas y citocinas (Lee C et al, 2008). Los 

receptores incluidos en este sistema son los receptores de manosa de los macr—fagos, 

receptores tipo toll 2 (TLR-2), receptores de lectina tipo C y dectina-1, y el receptor 

leucotrieno B4 (BLT1) (Lee C et al. 2009). 

 

La pobre solubilidad del quitosan posee limitaciones para sus aplicaciones 

biomŽdicas. Especialmente en ‡reas de inmunolog’a, una soluci—n acuosa es esencial 

para el uso como inmunoestimulante en aplicaciones cl’nicas. A–adiŽndole molŽculas de 

galactosa a las molŽculas de quitosan, un nuevo compuesto soluble se form—, el quitosan 

glicado (Song S et al. 2009). 

 

El quitosan modificado puede ser usado para una amplia gama de aplicaciones 

biomŽdicas, incluyendo las interacciones y env’o intracelular de materiales genŽticos 

(Saranya N et al. 2011). Sus propiedades œnicas lo ayudan a formar complejos con 

siARN (Park S et al. 2013). Nanopart’culas basadas en quitosan son consideradas 

acarreadoras para varias aplicaciones de env’o de genes, esto las se–ala como una 

perspectiva prometedora para la terapia gŽnica. 

 

2.3 Sistemas de entrega mediados por cŽlulas. 

 

Debido a que una vez que estas nanopart’culas son introducidas al ambiente 

fisiol—gico, interactœan con superficies hidrof—bicas, resultando en una probable 

agregaci—n, opsonizaci—n y una eliminaci—n inmediata por el sistema mononuclear 

fagoc’tico. (H. Lee 2006), se han desarrollado los sistemas de entrega mediados por 

cŽlulas, donde se emplean cŽlulas espec’ficas como veh’culos para poder entregar 

f‡rmacos a sitios blanco. Agentes terapŽuticos o agentes reveladores son cargados en 

estas cŽlulas y son liberados en sitios con enfermedad presente.  
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Los sistemas de env’o de drogas mediados por cŽlulas han emergido como una 

estrategia prometedora que se ha vuelto favorita entre todas las dem‡s (figura 6). Esta 

nueva estrategia toma como ventaja las propiedades celulares, como circulaci—n por 

tiempo prolongado, ligandos superficiales abundantes, morfolog’a flexible, se–alizaci—n 

celular y metabolismo para ofrecer una oportunidad œnica de maximizar los resultados 

terapŽuticos y minimizar los efectos secundarios. El aumento de la atenci—n a este 

campo puede ser por el notable el incremento de publicaciones segœn Web of Science.  

 
Figura 6. Nœmero de publicaciones buscadas con las palabras clave Òcell mediatedÓ y ÒDrug DeliveryÓ 

(Tomado de ACS, 2015). 

 

Las cŽlulas circulatorias pueden servir como acarreadoras de drogas por muchas 

razones. Son altamente m—viles y son capaces de viajar por el torrente sangu’neo sin 

generar inmunogenicidad. Las cŽlulas circulatorias se ven envueltas en una serie de 

patolog’as, incluidas infecciones, inflamaci—n y desarrollo de c‡ncer, es asi que pueden 

ofrecer ventajas grandes para llegar a sitios blanco. Por ejemplo, los leucocitos tienen la 

capacidad innata de atravesar la barrera hematoencef‡lica para acceder a cŽlulas 

tumorales en el cerebro. Las respuestas inflamatorias y de regeneraci—n de tejido muchas 

veces requieren de la acci—n de ÒhomingÓ que de manera espont‡nea atraen a las cŽlulas 

a los sitios en donde se desarrolla la patolog’a. Usar cŽlulas circulatorias como sistemas 

de env’o es muy ventajoso ya que se reduce en gran cantidad la eliminaci—n de la terapia 



!

! %+!

por el sistema inmunol—gico y prolonga el tiempo medio biol—gico del sistema de env’o 

de droga (Yixue Su et al. 2015).  

 

Estas cŽlulas espec’ficas normalmente incluyen gl—bulos rojos, leucocitos, 

cŽlulas madre y algunas otras. Estas cŽlulas actœan como caballo de Troya para transferir 

los f‡rmacos de sangre circulante al tejido comprometido (Liang Pang et al. 2017). 

  

El termino caballo de Troya es muy apropiado para describir el funcionamiento, 

ya que estas cŽlulas de alguna manera generan una especie de camuflaje que imposibilita 

el reconocimiento de f‡rmacos o de nanopart’culas como agentes extra–os, al estar 

acoplados a cŽlulas propias. 

 

Los sistemas de env’o basados en cŽlulas circulatorias se mantienen mejorando 

los efectos terapŽuticos de las drogas, pero con ventajas espec’ficas y con ciertas 

limitaciones (figura 7). Aunque las tŽcnicas usadas hoy en d’a, permiten una correcta 

extracci—n/obtenci—n y expansi—n de cŽlulas in vitro, seguidos de una reinyecci—n en 

circulaci—n, los acarreadores celulares son susceptibles a contaminaci—n que pueden 

producir efecto secundario y pueden influenciar en la integridad de las funciones 

celulares. La baja capacidad de carga de droga en la cŽlula, una liberaci—n prematura, 

limitaciones de liberaci—n controlada o activada, protecci—n con drogas contra 

degradaci—n intracelular, riesgo de contaminaci—n sangu’nea y migraci—n eficiente de 

acarreadores celulares a los sitios blanco son retos a mejorar. Sobre todo, el costo del 

desarrollo de estas terapias en cantidades suficientes es un problema importante.  

 

La translaci—n de resultados de experimentos precl’nicos de laboratorios a 

humanos para confirmar si el sistema de env’o basado en cŽlulas va a tener impactos 

reales en la medicina segura translacional, tiene que ser evaluado. TambiŽn, para poder 

seguir el trayecto de estos sistemas de env’o es necesario generar mŽtodos de 

visualizaci—n de trafico celular (Vivek Agrahari et al. 2016). 
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Figura 7. CŽlulas circulatorias usadas como acarreadoras de drogas (Tomado de Vivek Agrahari et al. 

2016). 

 

Para obtener env’o de drogas mediado por cŽlulas con nanopart’culas cargadas de 

drogas o drogas tiene que ser posible anclarlas o internalizarlas a las cŽlulas para formar 

complejos de droga-cŽlula o droga-cŽlula-part’cula.  
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Figura 8. MŽtodos de anclaje o de internalizaci—n de drogas a cŽlulas acarreadoras (Tomado de Yixue Su 

et al. 2015). 

 

 

Los requerimientos b‡sicos para drogas o nanopart’culas cargadas con drogas en 

los sistemas de env’o mediados por cŽlulas implican tener baja o nula citotoxicidad para 

los acarreadores, alta fuerza de uni—n entre la carga y el acarreador, alto tiempo en 

circulaci—n y baja inmunogenicidad (figura 8). El uso de cŽlulas como acarreadores no 

debe solo transportar drogas en alta especificidad al tejido blanco sino, regular la 

farmacocinŽtica y farmacodinamia, alterando las propiedades de los biomateriales que 

son usados para encapsular el agente terapŽutico (Yixue Su et al. 2015).  
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Figura 9. Ventajas y desventajas de algunas cŽlulas circulatorias con potencial uso como acarreadoras 

(Tomado de Anselmo A., Mitragotri S. 2014). 

 

 

2.3.1 Eritrocitos.  

 

Los eritrocitos (gl—bulos rojos) est‡n bien caracterizadas como uno de los 

transportadores m‡s viejos en el campo del env’o de f‡rmacos. Ellos est‡n dotados con 

una biocompatibilidad natural, no contienen inmunogenicidad, poca biodegradaci—n y en 

estudios in vivo muestran una gran estabilidad lo que los hace sistemas de env’o muy 

prometedores. De todas las cŽlulas humanas, los gl—bulos rojos son las œnicas cŽlulas no 

nucleadas en donde componentes de la membrana plasm‡tica son responsables de toda 
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su variedad antigŽnica, de su transporte y de sus propiedades mec‡nicas (Manisha 

Bhateria 2014). 

 

Estos acarreadores naturales pueden ser empleados para el env’o de drogas, por 

ejemplo, carg‡ndoles drogas a gl—bulos rojos de donadores o aut—logo, antes de la 

transfusi—n a un paciente (figura 10). Por m‡s de cuarenta a–os, los gl—bulos rojos han 

sido explorados para env’o de muchos f‡rmacos en modelos que van desde in vitro hasta 

peque–os animales o primates, as’ como en estudios cl’nicos en pacientes (Villa C. H. et 

al. 2016). 

 

 

 

Figura 10. Mecanismo de modificaci—n de gl—bulos rojos para su uso como acarreadores 

(Tomado y modificado de Brenner J et al. 2018). 

 

Las ventajas de utilizar eritrocitos como transporte son muy grandes, como, por 

ejemplo, son las cŽlulas m‡s abundantes en la sangre y en una muy peque–a cantidad de 

sangre se puede obtener una buena cantidad de ellos, sin embargo, una de las 

desventajas m‡s grandes es que ya una vez cargadas con nanopart’culas estas corren el 

riesgo de que por fricci—n se hemolisen, sin embargo, la biodisponibilidad es buena en el 

an‡lisis ya del tejido. 
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2.3.2 CŽlulas madre. 

 

Las Òstem cellsÓ o cŽlulas madre tambiŽn pueden ser utilizadas como transporte. 

Se ha demostrado que, como los leucocitos, las cŽlulas madre muestran un tropismo 

intr’nseco a los sitios de lesi—n, inflamaci—n o a sitios tumorales.  

 

Las cŽlulas madre son autorrenovables con un potencial muy alto para diferenciar 

a varios tipos de cŽlulas y son esenciales en reparaci—n y regeneraci—n de tejido. Est‡n 

clasificadas en dos grandes categor’as segœn su fuente y su plasticidad: las cŽlulas madre 

embrionarias y cŽlulas madre adultas. 

 

Las cŽlulas madres embrionarias se originan de la masa celular interna del 

blastocisto en una etapa temprana del embri—n, que son pluripotenciales que pueden 

generar cŽlulas de cualquier tipo en el cuerpo.  

 

Las cŽlulas madre adultas son tejido espec’ficas que se pueden diferenciar en un 

nœmero limitado de cŽlulas especializadas.  

 

Las terapias con cŽlulas madre han sido ampliamente estudiadas en el ‡rea de 

medicina regenerativa y han sido trasladadas a pruebas cl’nicas (Kim S et al. 2009). 

 

Se han probado a las cŽlulas adultas inducibles a multilinaje aisladas de medula 

—sea (MAMI), que son una subpoblaci—n de cŽlulas madre mesenquimales, 

seleccionadas como transportadores celulares para la entrega de nanopart’culas a 

tumores en cerebro. Las cŽlulas MIAMI cargadas con nanopart’culas fueron capaces de 

diferenciar espec’ficamente entre cŽlulas tumorales y cŽlulas normales del parŽnquima 

cerebral seguidos de una inyecci—n contralateral a un rat—n con un glioma U87MG 

(Roger M 2011). 

 

Una de las desventajas m‡s grandes de usar las cŽlulas madres, es en realidad la 
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recolecci—n de las mismas, y lo costoso que es el hacer el tratamiento con cŽlulas no 

propias, ya que la identificaci—n para una caracterizaci—n de HLA para cŽlulas madres es 

muy compleja y costosa, y a eso sumarle que encontrar HLAs compatibles es muy 

complicado, ya que las probabilidades son muy pocas. 

 

2.3.3 CŽlulas del sistema inmunol—gico. 

 

Otra de las opciones para usar como cŽlula transportadora son los leucocitos. Por 

un lado, los leucocitos pueden actuar como bodega permitiendo la liberaci—n mantenida 

y prolongada del f‡rmaco; Por otro lado, los leucocitos tienen la habilidad inherente de 

migrar a tejido inflamado. El proceso de inflamaci—n est‡ caracterizado por leucocitos 

moviliz‡ndose de la medula —sea o de tejidos vecinos a sangre, para despuŽs, migrar 

espec’ficamente al sitio da–ado. Cuando ocurre la inflamaci—n, el microambiente 

generado induce la expresi—n de molŽculas de adhesi—n celular (CAM) en la superficie 

de la monocapa endotelial, que media las interacciones entre los leucocitos y las cŽlulas 

endoteliales, facilitando el proceso inicial de rodamiento, uni—n al endotelio y la 

extravasaci—n. (Penberthty TW et al. 1997) 

 

2.3.3.1 Linfocitos T. 

 

Existen diferentes tipos de linfocitos, pero los m‡s importantes sin duda en los 

sistemas de transporte mediados por cŽlulas son los linfocitos T infiltrantes a tumor, los 

cuales poseen no solo capacidad quimiot‡ctica directa a tumor, si no que tambiŽn poseen 

una actividad citot—xica antitumoral. Cuando este tipo de linfocitos se encuentra 

presente en el microambiente tumoral en altas cantidades, el tumor se reduce en tama–o 

y en algunos casos es llevado a remisi—n junto con tratamiento quimioterapŽutico a dosis 

metron—micas (Schiavoni G et al. 2018). 

 

En el contexto de terapia celular, los datos de Stephan T. y colaboradores 

describen que el conjugar part’culas cargadas del f‡rmaco con las cŽlulas T del donador, 

incrementa el impacto terapŽutico de manera significante. Esta estrategia no necesita pre 
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acondicionamiento, complementos tradicionales de ingenier’a genŽtica o de bioqu’mica 

para aumentar o reprogramar la funci—n celular (Stephan T et al. 2010). 

 

Si bien el uso de linfocitos T infiltrantes de tumor se ha demostrado œtil para 

estos sistemas acarreadores, tambiŽn es cierto que atrae ciertas problem‡ticas como de 

manutenci—n, producci—n a gran escala y tambiŽn de replicaci—n, ya que se necesitan 

condiciones altamente espec’ficas para el correcto funcionamiento de estas cŽlulas. Por 

lo anterior el uso de estas cŽlulas ha deca’do un poco, dando lugar a terapias m‡s 

sofisticadas como la reprogramaci—n del receptor de cŽlula T (TCR) creando uno 

quimŽrico para la lucha contra distintos agentes neopl‡sicos o pat—genos, se le da el 

nombre de terapia con cŽlulas CAR T. 

 

2.3.3.2 Uso de monocitos y macr—fagos como cŽlulas acarreadoras.  

 

Los monocitos, pertenecen al grupo de las cŽlulas fagoc’ticas, ubic‡ndose como 

cŽlula presentadora de ant’genos en sangre y una vez saliendo de torrente sangu’neo y 

llegando a tejido se le llama macr—fago. 

 

Los monocitos en sangre actœan como cŽlulas presentadoras de ant’genos hasta 

que por medio de se–ales llegan a zonas de lesi—n y entonces se diferencian en 

macr—fagos de tejido. El proceso por el cual se lleva a cabo lo anterior se llama 

quimiot‡xis.  

 

Este proceso quimiot‡ctico es llevado a cabo mediante un gradiente de 

quimiocinas, que b‡sicamente son prote’nas que se acoplan a receptores integrados a las 

cŽlulas quimiot‡cticas, generando una especie de rodamiento en los vasos sangu’neos. 

Una vez que se llega al lugar de mayor inflamaci—n (alta concentraci—n de citocinas pro-

inflamatorias), los monocitos llevan a cabo un proceso llamado diapŽdesis, el cual 

consiste en extravasarse para llegar a la zona de inflamaci—n, y una vez ah’ realizar su 

funci—n principal. 
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Muchas cŽlulas circulatorias como los monocitos y los macr—fagos presentan 

cualidades espec’ficas que los pueden llevar a tejidos blanco en algunas patolog’as, 

incluidos el c‡ncer, heridas y problemas isquŽmicos. Por ejemplo, llegada a tumor, uno 

de los mecanismos m‡s estudiados de llegada especifica en cŽlulas vivas, sugiere que no 

solo algunas cŽlulas pueden ubicar al tumor s—lido, sino que tambiŽn se puede seguir a 

cŽlulas tumorales en el torrente sangu’neo y alcanzar sitios metast‡sicos primarios 

(figura 11)(Yixue Su et al. 2015). Es por eso que son considerados candidatos id—neos 

para el env’o de drogas mediado por cŽlulas. 

 

 
Figura 11. V’as de transito de cŽlulas asociadas a sistemas de env’o (Tomado de Yixue Su et al. 

2015). 

 

Es importante entender que cuando se quiere hablar de un sistema de env’o 

mediado por cŽlulas, se busca que estas no generen cambios en el tejido blanco que 

perjudiquen en mayor medida al beneficio terapŽutico del agente que acarrean, es por 

eso que en un principio, es muy importante estudiar y entender al microambiente 

tumoral, ya que, existen cŽlulas poco diferenciadas, como las cŽlulas madres y los 

monocitos que si bien, tienen una acci—n de llegada a tumor bastante buena y 

considerable, podr’an generar efecto secundarios al convertirse en cŽlulas pro tumorales, 

todo bajo la influencia del microambiente tumoral. 
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El monocito, como se describi— anteriormente, una vez llegado al tejido se 

convierte en macr—fago.  

 

Los macr—fagos son altamente vers‡tiles, multifuncionales, que su funci—n 

depende principalmente de su funci—n anot—mica, as’ como de su contexto fisiol—gico o 

fisiopatol—gico en el que se estudien. Los monocitos son reclutados de la circulaci—n a 

tejidos normales sanos o a sitios de lesi—n, inflamaci—n, infecci—n, o neopl‡sicos y estos 

se pueden diferenciar en esos lugares a macr—fagos de tejido. Ellos pueden adquirir 

distintos fenotipos y estados de activaci—n en respuesta a factores presentes en el tejido 

local del microambiente tumoral.  

 

Los macr—fagos del tipo M1 son activados por la v’a cl‡sica (activados por 

productos microbianos o interfer—n). Este fenotipo expresa altas cantidades de citocinas 

pro inflamatorias y mayor cantidad de molŽculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) y son capaces de eliminar pat—genos y cŽlulas tumorales. 

Cuando los macr—fagos se estimulan con citocinas del tipo TH2, como la interleucina 4 

(IL-4), IL-10 e IL-13, llevan a los macr—fagos a un estado de activaci—n alternativo o 

M2. En este estado ellos pueden moderar la respuesta inflamatoria, promoviendo 

angiogŽnesis y remodelaci—n de tejido.  

 

 Recientemente la plasticidad de los fenotipos de macr—fago ha sido investigada, 

y se han descubierto subdivisiones del fenotipo M2 de macr—fagos, M2a, M2b y M2c de 

acuerdo al est’mulo que estos reciben para activarse. M2a son inducidos por su 

exposici—n a IL-4 e Il-13, as’ como M2b es inducido por una exposici—n combinada de 

complejos inmunol—gicos a los receptores tipo Toll, as’ como agonistas de la IL-1. Estos 

œltimos mantienen un efecto inmunoregulador fuerte, y lleva a respuestas del tipo II, y 

los macr—fagos M2c, inducidos principalmente por IL-10 est‡n relacionados fuertemente 

al freno inmunol—gico y remodelaci—n de tejido (Haegeman T et al. 2009). 

 

Tomando en cuenta que el monocito puede tener tantos cambios, probablemente 
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no suena l—gico usarlo como agente acarreador, tomando en cuenta que, en el 

microambiente tumoral, un monocito puede cambiar a un macr—fago M2, y volverse un 

macr—fago asociado a tumor (TAM), probablemente esa sea una de las razones por las 

cuales los macr—fagos comenzaron a ser usados en sistemas de env’o mediado por 

cŽlulas antes que los monocitos. 

 

 Si se toma en cuenta la participaci—n de nanoestructuras, estas pueden ser 

modificables para cumplir con los requerimientos de interacci—n con la membrana, 

dependiendo del tipo de interacci—n que se requiera (figura 12). 

 

Anteriormente se revis— como es que las interacciones del complejo acarreado 

con la cŽlula acarreadora tienen mucho que ver en la influencia del tratamiento, pero, en 

cŽlulas no fagoc’ticas, es relativamente f‡cil, ahora, en cŽlulas fagoc’ticas es una 

situaci—n completamente diferente, tal es el caso de los macr—fagos. 

 

 

Figura 12. Representaci—n de una nanoestructura para sistemas de env’o (Tomado de Aguirre-Rojas Y et 

al. 2016). 

Lunov Oleg y colaboradores en el 2011, trataron de dilucidar un sistema que 

funcionara para cualquier macr—fago para internalizar est‡s nanoestructuras, 

particularmente nanopart’culas de —xido de hierro supramagnŽtico, esto debido a que 

estas nanopart’culas son ampliamente usadas en el ‡mbito de imagenologia, 

principalmente en resonancia magnŽtica y en algœn momento estas podr’an interaccionar 

con otros agentes para el env’o dirigido a tejido. 
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Los macr—fagos son fagocitos profesionales que no solo poseen la habilidad de 

fagocitar part’culas, sino tambiŽn de expresar diferentes receptores, que facilitan la 

absorci—n de part’culas por opsoninas espec’ficas, principalmente anticuerpos o factores 

del Sistema de complemento. Los macr—fagos solo producen un rango de citocinas pro 

inflamatorias y mediadores cruciales para el armado de la respuesta inmune innata y 

adaptativa en inflamaci—n y regeneraci—n de tejido (Lunov Oleg et al. 2011). 

 

Las cinŽticas de absorci—n de los agentes de contraste del —xido de hierro est‡n 

en funci—n del tama–o de la part’cula, de su forma, superficie y de los mecanismos por 

los que hasta ahora no hab’an sido caracterizados y cuantificados (Lunov Oleg et al. 

2011). 

 

 Este grupo de investigadores logro conjetar, que la manera en la que los 

macr—fagos internalizan a estas part’culas, es mediante el uso de receptores del tipo 

basurero, pero dependiendo el tama–o, en el caso de nanopart’culas mas grandes el 

proceso por el cual se internalizan es mediado por macropinocitosis independiente de la 

uni—n a receptor basurero.  

 

Se ha reportado que los macr—fagos del tipo M2 pueden promover a la progresi—n 

tumoral mediante la regulaci—n de angiogŽnesis, aumentando una respuesta inflamatoria 

y la diseminaci—n de cŽlulas tumorales, y algunos efectos supresores de la respuesta 

inmunol—gica. Estos llamados TAMs (Macr—fagos Asociados a Tumor, por sus siglas en 

inglŽs) tiene un tiempo corto de vida media y no tienen propiedades proliferativas, ellos 

tienen que ser continuamente reclutados a tumor. El uso de estos TAMs como agentes de 

env’o a la regi—n central hip—xica del tumor, para eliminar esta regi—n puede inducir a 

una supresi—n tumoral eliminando cŽlulas tumorales y previniendo de esta manera 

desarrollo metast‡sico de estas cŽlulas (figura 13) (Jiwon Han et al. 2016). 
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Figura 13. Desarrollo de una terapia basada en macr—fagos como sistema de env’o mediado por cŽlulas 

(Tomado de Jiwon Han et al. 2016). 

 

Una terapia magnŽtica basada en cŽlulas, que consiste en cŽlulas cargadas con 

part’culas magnŽticas que pueden ser enviadas al sitio blanco por un campo magnŽtico 

ha sido propuesto como una terapia celular avanzada. Cuando la patolog’a es generada 

en mœltiples sitios o en un tejido inaccesible, las cŽlulas tienen que ser administradas v’a 

sistŽmica. Estos sistemas magnŽticos basados en terapias celulares facilitan el env’o 

preciso de un agente terapŽutico con nanopart’culas magnŽticas a un sitio de lesi—n 

especifico. Las nanopart’culas magnŽticas pueden ser guiadas o enviadas a —rganos 

espec’ficos usando agentes magnŽticos externos en un ambiente fluido como por 

ejemplo vasos sangu’neos, vasos linf‡ticos, o en el tracto urinario. Este tipo de terapias 

tienen aplicaciones en el caso de —rganos completamente inaccesibles como lo son el 

h’gado y el cerebro. Especialmente algunos tipos de tumores que se encuentran en un 

estado hip—xico en el centro de una anormal red de vasos que hacen que se disminuya el 

poder de la radioterapia y la quimioterapia (Jiwon Han et al. 2016). 

 

Este estudio (Jiwon Han et al. 2016) fue llevado a cabo con el uso de 

nanopart’culas supramagnŽticas de —xido de hierro, recubiertas de polietilen-glicol 

(PEG) y conteniendo doxorrubicina (DOX) un agente quimioterapŽutico utilizado de 
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primera l’nea en algunos tipos de tumores s—lidos.  

 

El tratamiento mostr— ser efectivo, aunque solo fue medido in vitro, por lo tanto, 

una de las perspectivas de este trabajo era llevarlo a un modelo in vivo, en el que se 

pudiera describir la acci—n espec’fica, y mostrar de manera contundente las ventajas de 

estos sistemas de llegada especifica. 

 

La idea del uso del monocito nace de la necesidad de un sistema que sea guiado 

por un gradiente de citocinas y quimiocinas inflamatorias, y que tenga mayor 

sensibilidad al de macr—fago, ya que, el macr—fago no tiene la capacidad de migrar de un 

tejido a otro, se especializan en tejido gracias a la migraci—n de monocitos y a partir de 

ellos diferenciarse. El uso de monocitos en este tipo de terapias le da un fuerte golpe al 

tumor, ya que los monocitos tienen la capacidad de liberar una mayor cantidad de 

citocinas pro-inflamatorias y la liberaci—n de una quimiocina llamada MCP-1 

(quimiocina quimioatrayente de monocitos) para atraer a m‡s monocitos al sitio e iniciar 

una respuesta inmunogŽnica. 

 

Las terapias que utilizan campos magnŽticos externos necesitan muchas veces, 

estructuras grandes de bovinas, fuentes de poder o magnetos permanentes adheridos a 

algœn mecanismo de soporte. Aparte ellos necesitan un posicionamiento de 

reconocimiento y funciones de control. El monocito llega a ser una aparente soluci—n a 

esos problemas (Sung Jun Park et al. 2014). 

 

Sung jun Park y colaboradores propusieron evaluar la capacidad de migraci—n de 

monocitos cargados con agentes, una especie de sistema de env’o mediado por cŽlula, 

pero con un agente reportero en lugar de uno terapŽutico.  

 

Utilizando cŽlulas THP-1 (l’nea celular de leucemia aguda monoc’tica), evalu— el 

poder de migraci—n de las cŽlulas acarreadoras. Para evaluar la capacidad de 

transmigraci—n, simulando un recorrido de cŽlulas endoteliales a sitio tumoral se 

utilizaron cŽlulas de cord—n umbilical humano (HUVEC). A un mill—n de cŽlulas THP-1 
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se les cargo con part’culas de poliestireno fluorescente de 0.1, 0.3 y 1mm de di‡metro, 

vertiŽndolas en medio de cultivo que conten’a THP-1 confluente.  

 
 

Figura 14.  C‡mara de transmigraci—n (Tomada de Sung Jun Park et al. 2014). 

 

Enriqueciendo la zona blanco de la c‡mara de transmigraci—n mediante el uso de 

quimiocinas y lisis de cŽlulas tumorales, simularon el ambiente perifŽrico tumoral, para 

acercarse aœn m‡s a las condiciones reales de un tumor. Probaron tener raz—n al realizar 

el experimento y observar que la mayor’a de microbots basados en monocitos se 

encontraban en la capa inferior de la c‡mara de migraci—n. 

 

Este microbot basado en monocitos mostro tener capacidad quimiot‡ctica hacia 

una zona similar a la tumoral, enriquecido con agentes quimioatrayentes, en una caja de 

migraci—n (figura 14). Cuando las nanopart’culas de poliestireno fluorescente se 

remplacen con drogas antitumorales, se espera que este sistema sea efectivo en efectos 

biomŽdicos terapŽuticos contra c‡ncer (Sung Jun Park et al. 2014). 

 

Posteriormente, en el 2016, un grupo de investigadores liderado por Zhiwei 

Xie�Rusaron cŽlulas THP-1 nuevamente, pero ahora directamente contra cŽlulas de 

melanoma en un modelo in vitro, us‡ndolas como acarreadoras de drogas anti-melanoma 

(figura 15).  
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Para minimizar los efectos adversos de la terapia en los leucocitos y maximizar 

los efectos antitumorales en cŽlulas cancer’genas, PLX4032 tambiŽn conocido como 

Vemurafenib; una droga dise–ada espec’ficamente para tratar melanomas con mutaci—n 

BRAF V600E fue seleccionada, utilizando BPLP-PLA como agente encapsulante (poli-

‡cido l‡ctico fotoluminiscente biodegradable).  

 

 
 
Figura 15. Mecanismo general del sistema de env’o (Tomado de Zhiwei Xie et al. 2016). 

 
 

Como resultado, lograron disminuir la viabilidad de las cŽlulas de melanoma en 

el experimento gracias al uso de esta terapia. 

 
Si bien resulta prometedor el uso de monocitos como agentes acarreadores, de 

igual manera presenta ciertos problemas para su aplicaci—n in vivo. La extracci—n de 

monocitos es un tanto sencilla, ya que se puede hacer mediante gradientes de densidad y 

descartar cŽlulas por capacidades de adherencia, sin embargo, obtenerlas puras, sin 

contaminaciones por algœn otro fagocito es verdaderamente un reto. Aunado a lo 

anterior, mantener a los monocitos en un estado M0 de activaci—n despuŽs de haberlos 

extra’do de sangre total perifŽrica es otro reto aœn m‡s complicado que el anterior, ya 

que, con mucha rapidez, estas cŽlulas pueden pasar a un estado de activaci—n M1 debido 

al recubrimiento de las cajas en las cuales se cultivan y proliferan.  

 

Muchas de estos mecanismos de env’o dirigido mediado por cŽlulas se 

encuentran hoy en d’a en pruebas cl’nicas, pero aœn mantienen la problem‡tica de la 
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producci—n en gran escala, es por eso que reducir costos, utilizando agentes de menor 

precio, es importante, sin afectar el funcionamiento del sistema. 

 

Tabla 1. Terapias asociadas a mecanismos de env’o mediados por cŽlulas aprobados por la FDA (Federal 

Drug Administration) o la EMA (European Medicines Agency). 
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III. JUSTIFICACIîN  

 

Actualmente la nanomedicina ha avanzado a pasos agigantados, de esa manera se 

pretende mejorar las terapias existentes contra c‡ncer mediante el uso de cŽlulas como 

nanocarriers. Este proyecto tiene como intenci—n el uso de cŽlulas del sistema inmune 

como nanoacarreadores, para poder asegurar el env’o espec’fico de genes al sitio blanco 

o a la zona de tumor aprovechando la naturaleza quimiot‡ctica de los monocitos, y 

aplicando a su vez un est’mulo magnŽtico para aumentar la eficacia del transporte, 

gracias al uso de nanopart’culas magnŽticas acomplejadas con quitosan y DNA. 
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IV . HIPîTESIS  

 

Nanopart’culas acomplejadas a Quitosan/ADN pueden ser acarreadas por 

monocitos, aprovechando sus cualidades quimiot‡cticas sensibles a tumor como 

mecanismo de env’o dirigido. 
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V. OBJETIVO DEL TRABAJO  

 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

¥( Dise–ar un sistema a base de monocitos y nanopart’culas acopladas a 

quitos‡n/ADN para el env’o dirigido a tumor. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1.( Elaborar y caracterizar nanocomplejos de nanopart’culas magnŽticas 

fluorescentes con quitos‡n y ADN. 

 

2.( Obtener monocitos a partir de sangre perifŽrica de rat—n. 

 

3.( Obtener macr—fagos a partir de monocitos de rat—n. 

 

4.( Elaborar microbots a base de monocitos y nanocomplejos. 

 

5.( Evaluar la efectividad del microbot in vivo. 
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VI. MATERIAL Y MƒTODOS  

 

Material biol—gico. 

¥( Cepas bacterianas: 

o( Escherichia coli, TOP10F 

¥( L’neas celulares 

o( B16F10 melanoma murino. 

o( Monocitos murinos. 

o( Macr—fagos murinos. 

¥( Modelos animales 

o( Mus musculus, C57Bl/6 hembras 

 

Medios de cultivo. 

¥( Agar y caldo Luria Bertani (LB). 

¥( Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM-F12) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibi—tico-antimic—tico. 

¥( Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI). 

 

Quitos‡n. 

 

¥( Quitos‡n soluble en agua de 20 kDa con un grado de desacetilaci—n de 70%, 

proveniente de Coyote Foods. 

 

Nanopart’culas MagnŽticas fluorescentes. 

 

¥( Nanopart’culas de 75 nm de di‡metro, esferoidales, compuestas por un nœcleo de 

—xido de hierro superparamagnŽtico (SPIO) de 8 nm, cubierto de una capa de 

silicio biocompatible y un fluor—foro org‡nico unido de manera covalente, cuyo 

espectro es similar al del fluorocromo Cianina 5.5 (MaxVigenTM -710 nm, 

Nvigen).  
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6.1 Elaboraci—n y caracterizaci—n de nanocomplejos de pDNA-Quitos‡n-NPMF 

Para elaborar los nanocomplejos se us— la metodolog’a de gelaci—n i—nica 

descrita por Calvo y Cols (1997), en la cual, en presencia de un agente entrecruzante los 

complejos se formar‡n de manera espont‡nea por interacciones i—nicas. 

6.1.1 Caracterizaci—n y obtenci—n del pl‡smido reportero. 

El pl‡smido utilizado en esta investigaci—n fue pHRE_Luc,  construido por el M. 

C. Luis Daniel Terrazas previamente. Dicho pl‡smido contiene una secuencia que 

codifica para el gen de la luciferasa de luciŽrnaga (Photonius pyralis) y un promotor 

tirosin quinasa posterior a este presenta seis elementos de respuesta a hipoxia.. En la 

figura 14 se puede observar el mapa del pl‡smido pHRE_Luc. 

 

 
 

Figura 16. Pl‡smido pHRE_Luc 

6.1.2 Screening r‡pido de colonias transformadas de E. coli  por el mŽtodo de fenol 

r‡pido. 

Para evaluar la efectividad de la transformaci—n de la bacteria con el pl‡smido se 

decidi— usar un screen r‡pido, para esto las bacterias transformadas se sembraron en 
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placas de agar LB con ampicilina [100 ( g/ml] y se mantuvieron en incubaci—n durante la 

noche. Posteriormente se observaron las placas para poder elegir dos colonias para 

generar un screening rapido, y estas colonias fueron sembradas en 1 ml de caldo LB con 

ampicilina [100 ( g/ml] y se mantuvieron en agitaci—n a constante de 350 rpm por toda la 

noche a 37 ¼C. 

  De las dos colonias se tom— una al’cuota de 200 ( l y se dejaron 800 ( l en cada 

tuvo. Los 200 ( l se refrigeraron a 4 ¼C y los 800 restantes se centrifugaron a 10,000 rpm 

durante dos minutos para obtener un bot—n, posteriormente se agregaron 20 ( l de fenol y 

20 ( l de soluci—n Dye (Sucrosa [6%] y azul de bromofenol [0.1%]), se mezcl— en un 

vortex hasta que se homogenizara la muestra y se centrifug— a 12,000 rpm por dos 

minutos. El sobrenadante se carg— en un gel de agarosa al 1% para evaluar la presencia 

del pl‡smido. El corrimiento electroforŽtico se llev— a cabo a condiciones de 100 mV y 

80 mA durante aproximadamente 45 min en un buffer TAE (Tris acetato [40mM], 

EDTA [1mM]. Por œltimo, el gel fue revelado con bromuro de etidio y observado en un 

transilumnador (3 UV, UVP). 

6.1.3 Caracterizaci—n del mediante ensayo de restricci—n. 

Para la caracterizaci—n enzim‡tica se utilizaron las enzimas NcoI y XhoI 

(Promega, Madison, USA) las cuales generan un reconocimiento a una secuencia 

especifica en el pl‡smido. 

La reacci—n general de digesti—n se realiz— agregando: 

1 ( l de Buffer MC 

1 ( l de enzima NcoI 

1 ( l de enzima XhoI 

0.5 ( l de BSA 

1 ( l de pl‡smido [1 ( g/ml] 

5.5 de Agua PCR 

10 ( l de volumen final 
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La reacci—n se llev— a cabo por dos horas a 37 ¼C y la inactivaci—n se realiz— 

aumentado la temperatura a 70 ¼C por 10 min. Posteriormente se carg— en un gel de 

agarosa 1% el producto de la reacci—n y la electroforesis se corri— y revelo a las 

condiciones anteriormente descritas. 

Como control positivo se carg— el pl‡smido previamente caracterizado y se 

agreg— una escalera de 1 kb (Promega, Madison, USA) que facilito la identificaci—n del 

tama–o de las bandas obtenidas.  

6.1.4 Extracci—n de pl‡smido por Maxiprep. 

Una vez caracterizado el pl‡smido se tomaron 100 ( l del remanente bacteriano 

guardado en el refrigerador y se sembr— en un litro de caldo LB con ampicilina [100 

( g/ml]. Se creci— a 37 ¼C en agitaci—n de 200 rpm durante la noche. Al d’a siguiente, se 

inici— el proceso de extracci—n mediante el kit comercial ÒPureLink HiPure Plasmid 

Maxiprep KitÓ (Invitrogen California EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Centrifugar el cultivo a 4,000 g por 10 min en ultracentr’fuga (Avanti J-25 I, 

Beckman), se descart— el sobrenadante y se agreg— 20 ml de buffer R3 al bot—n, y se 

resuspendi— con el uso de la micropipeta. Posteriormente se agreg— 20 ml de buffer L7, 

mezclando por inversi—n aproximadamente 20 veces e incubado a temperatura ambiente 

por 5 min, para agregar despuŽs 20 ml de buffer N3 y mezclar nuevamente por inversi—n 

30 veces. Una vez obtenido el lisado, este fue centrifugado a 12,000 g por 30 min a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se separ— el sobrenadante y fue cargado en la 

columna equilibrada previamente con el buffer de equilibrio (EQ), y se lav— con 60 ml 

de buffer W8 por gravedad. Se usaron 15 ml de buffer E4 para eluir el pl‡smido. La 

precipitaci—n se llev— a cabo con 10.5 ml de isopropanol y se mezcl— por inversi—n para 

ser centrifugado a 12,000 g por 30 min a 4 ¼C, una vez descartando el sobrenadante el 

pellet de DNA se lav— con 5 ml de etanol al 70% grado molecular, posteriormente se 

centrifugo por 5 min a 12,000 g y 4 ¼C. 

Por œltimo, el bot—n se dej— secar a temperatura ambiente durante 20 min y se 

resuspendi— en 200 ( l de agua mQ. El pl‡smido purificado fue cuantificado usando un 

nanodrop ThermoScientific y almacenado a -20 ¼C para ser usado posteriormente. 

6.2 Elaboraci—n y caracterizaci—n de nanocomplejos de pADN-Quitos‡n-NPMF 

Para elaborar los nanocomplejos se us— la metodolog’a de gelaci—n i—nica 
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descrita por Calvo y Cols (1997), en el cual, en presencia de un agente entrecruzante los 

complejos se formar‡n de manera espont‡nea por interacciones i—nicas. 

6.2.1 Preparaci—n de quitos‡n, tripolifosfato pentas—dico y nanopart’culas 

magnŽticas fluorescentes. 

El quitos‡n (Coyote Foods), el tripolifosfato pentas—dico (TPP) (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, MO, EUA) fueron pesados y resuspendidos en agua mQ, a concentraciones 

de 2 mg/ml y 0.86 mg/ml respectivamente. Se prepararon 20 ml de cada soluci—n.  

Para el quitos‡n el pH fue ajustado a 5.5 mediante el uso de un potenci—metro 

(511212, Beckman) y el TPP se ajust— a 3.0. 

Para eliminar impurezas las soluciones fueron filtradas usando una membrana de 

celulosa regenerada con un poro de 0.2 ( m de di‡metro (RC Synrige Filters, Corning), 

alicuotadas en tubos eppendorf de 1.7 ml y almacenados a -20 ¼C. 

Las nanopart’culas magnŽticas fluorescentes (NPMF) (MaxVigenª 710 nm, 

Nvigen) se adquieren en una concentraci—n de 1 ( g/ml, entonces fueron diluidas usando 

un factor 1:10 en PBS estŽril para llegar a una concentraci—n de 100 ( g/ml. 

6.2.2 Elaboraci—n de los nanocomplejos 

Para la elaboraci—n de los nanocomplejos fue necesario evaluar distintos 

par‡metros, como el perfil de liberaci—n y retenci—n de pDNA, tama–o, potencial zeta y 

citotoxicidad de estos. Se evaluaron distintos radios proporcionales de Q:pDNA para 

mejorar la capacidad de encapsulamiento del pl‡smido.  

Para calcular la cantidad de quitosan requerida en cada nanocomplejo segœn el 

radio proporcional Q:pDNA, se emple— la siguiente formula: 

 

!"#$%#&'()*+ ,- . #
/!0#123 #4#56/78$(*#&9:123 6

;< #=>
 

 

El TPP se agreg— en relaci—n 1:4 respecto al quitos‡n y la cantidad de pDNA en 

todos los casos fue de 1 ( g. 
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Para elaborar los nanocomplejos se utilizaron dos tubos marcados (+) y (-) 

respectivamente, y con las cantidades segœn el radio proporcional correspondiente que 

se marcan en la tabla. En el tubo positivo (+) se coloca el quitosan con PBS para aforarlo 

a 15 ( l de volumen final (Gibco) y en el tubo negativo (-) se colocaron, segœn el 

par‡metro a evaluar, NPMF, pHRE_Luc, TPP y PBS para aforar de igual manera a 15 

( l. Cada tubo fue mezclado en vortex aproximadamente 5 min. Posteriormente el 

contenido del tubo negativo (-) fue agregado por goteo al tubo positivo (+) con la ayuda 

de una micropipeta mientras que el tubo (+) se encontraba en agitaci—n constante de 950 

rpm y una vez mezclados totalmente se mantuvieron a la misma velocidad de agitaci—n a 

temperatura ambiente por una hora. 

Tabla 2. Componentes empleados en la elaboraci—n de nanocomplejos magnŽticos. 

Tubo (+) Tubo (-) 

 Quitos‡n PBS  NPMF 

[100 

( g/ml] 

pDNA TPP PBS 

Radio 10 2.5 ( l 12.5 ( l + 1 ( l 1 ( l 0.625 

( l 

12.375 ( l 

Radio 20 5 ( l 10 ( l + 1 ( l 1 ( l 1.25 ( l 11.75 ( l 

Radio 30 7.5 ( l 7.5 ( l + 1 ( l 1 ( l 1.875 

( l 

11.125 ( l 

Radio 40 10 ( l 5 ( l + 1 ( l 1 ( l 2.5 ( l 10.5 ( l 

Radio 50 12.5 ( l 2.5 ( l + 1 ( l 1 ( l 3.125 

( l 

9.875 ( l 

Radio 60 15 ( l - + 1 ( l 1 ( l 3,75 ( l 9.25 ( l 
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6.2.2.1 Ensayo de retenci—n de pADN. 

Para conocer el perfil de retenci—n se evaluaron los distintos radios 

proporcionales Q:pADN mostrados en la tabla. 

Estos complejos formados œnicamente de quitos‡n, TPP y pADN fueron 

cargados en un gel de agarosa al 0.8 % para realizar un corrimiento electroforŽtico por 

aproximadamente 45 min a 100 mV y 85 mA en buffer TAE. Como control se corri— 

una muestra de pl‡smido desnudo y posterior al corrimiento cada gel se revelo con el 

uso de bromuro de etidio y se observ— el gel en un transiluminador y los resultados 

fueron fotodocumentados. 

6.2.2.2 Ensayo de liberaci—n de pADN. 

Para conocer el perfil de liberaci—n de pADN de los nanocomplejos, estos fueron 

sintetizados como se mencion— anteriormente e incluyendo las NPMF y posterior al 

tiempo de incubaci—n estos fueron centrifugados a 13,500 rpm durante 30 min. El 

sobrenadante obtenido fue colectado, y los nanocomplejos fueron resuspendidos en 30( l 

de PBS estŽril y se incubaron nuevamente en agitaci—n, este procedimiento fue repetido 

cada hora hasta las 6 hrs, posteriormente a las 12 y despuŽs cada 24 hasta las 144 hrs. 

La cantidad de pADN fue evaluada en los sobrenadantes obtenidos mediante el 

uso de un nanodrop (ThermoScientific). Se realizaron tres mediciones por muestra para 

que los resultados pudieran ser posteriormente graficados en funci—n de tiempo. 

6.2.3 Caracterizaci—n del tama–o de los nanocomplejos magnŽticos. 

Los nanocomplejos fueron sintetizados de la manera descrita previamente. 

Las mediciones se realizaron por medio de dispersi—n de luz din‡mica en un 

equipo Zetasizer (United Kingdom) Malvern. 

6.2.4 Caracterizaci—n del potencial zeta de los nanocomplejos magnŽticos 

El potencial zeta fue medido mediante dispersi—n de luz din‡mica en un equipo 

Zetasizer (United Kingdom) Malvern. Los 60 ( l de nanocomplejos fueron aforados a 

1ml de agua mQ y cargados posteriormente en una celda capilar plegada (DTS1060, 

Malvern). 
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Los valores de dispersante fueron de 0.8872 cP de viscosidad, 1.330 de RI y 78.5 

de constante dielŽctrica. La medici—n se realiz— con el modelo de Smoluchowski, y el 

mŽtodo de medici—n fue autom‡tico, realizando tres mediciones para cada muestra, los 

resultados obtenidos de las tres mediciones se reportan en una gr‡fica de potencial 

zeta/conteos que muestra una curva de frecuencia. El software utilizado por el equipo 

fue el ÒZetasizer SoftwareÓ versi—n 7.11. 

6.2.7 Evaluaci—n de la citotoxicidad de los nanocomplejos. 

Se evalu— la citotoxicidad de los nanocomplejos magnŽticos, as’ como tambiŽn 

de cada uno de sus componentes de manera independiente. Usando la tŽcnica de 

reducci—n metab—lica del sodio [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-

5-carboxanilida] XTT (Sigma-Aldrich, CA, EUA). El ensayo se llev— a cabo en una 

placa de 96 pozos, utilizando monocitos de cultivo primario y sembrando 100,000 

cŽlulas por pozo con 100 ( l de medio RPMI suplementado con 10% se SFB y 1% de 

antibi—tico-antimic—tico, e incubando a 37 ¼C en una atmosfera de 95 % de O2 y 5 % de 

CO2. 

Las cŽlulas se dejaron en la placa de 96 pozos por aproximadamente una hora 

para climatizarlas, y posteriormente se procedi— a agregar los nanocomplejos y sus  

componentes para evaluar en concentraciones de 1 ( g, 2 ( g y 3 ( g respectivamente. 

Se incub— a las cŽlulas por 24 horas y posteriormente se a–adieron 20 ( l de XTT 

a cada pozo. Las cŽlulas se incubaron por dos horas m‡s y posteriormente se midi— la 

absorbancia a 475 nm en un lector de microplacas (Synergy 2, Biotek), los resultados de 

viabilidad fueron graficados en funci—n de la concentraci—n y en base a la ecuaci—n 

lineal se calcul— la CC50 de cada tratamiento. 

6.2.8 Caracterizaci—n de la forma y tama–o de las NPMF y los nanocomplejos 

magnŽticos con el uso de microscopia de fuerza at—mica. 

Los nanocomplejos magnŽticos y las NPMF fueron observados por microscopia 

de fuerza at—mica (MFA). Para ello 1( l de NPMF fue aforado con 59 ( l de agua mQ 

estŽril, los nanocomplejos se elaboraron como ya antes se describi— en un volumen final 

de 60 ( l igualmente.   

Para la preparaci—n de las muestras se tomaron 5 ( l de est‡s y se colocaron en un 

portaobjetos estŽril y se dejaron secar por 10 minutos. El mŽtodo usado para la lectura 
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de las muestras fue topograf’a por semicortado, empleando una sonda RTESPA (Bruker, 

Massachusetts) con cantilŽver rectangular de silicio dopado con antimonio de longitud 

de 125 ( m y las lecturas se realizaron en un microscopio de fuerza at—mica modelo 

NTEGRA de la compa–’a NT-MDT, y las im‡genes registradas con el software Nova 

versi—n 1.1.0.1921 perteneciente a la misma compa–’a. 

6.3 Obtenci—n de monocitos a partir de sangre perifŽrica de rat—n. 

Para cumplir este objetivo se realiz— una punci—n cardiaca a 5 ratones C57BL/6 

de 6-8 semanas y posteriormente se almacen— la sangre en tubos con EDTA/K2.  

 

Una vez obtenido 5 ml de sangre se mantuvo mezclando a 37 ¼C por 10 minutos, 

para continuar con el gradiente de densidad. Para esto se utiliz— el Polymorphoprep ª 

(Axis Shield), que es un agente que posee la capacidad de diferenciar cŽlulas 

polimorfonucleares de las cŽlulas mononucleares, de esta manera nos facilitar’a la 

purificaci—n de los monocitos. Se agreg— una relaci—n 1:2 con respecto a la sangre 

perifŽrica de rat—n y posteriormente se centrifug— por media hora a 1,500 rpm. 

Transcurrido el tiempo de centrifugaci—n se tom— el primer anillo de los dos formados 

como se muestra en la figura 17 a un tubo c—nico de 15 ml, agreg‡ndole 10 ml de PBS 

para llevarlo posteriormente a centrifugaci—n a 1,500 rpm por 15 min. Posteriormente se 

retir— el sobrenadante y se agregaron 10 ml de PBS nuevamente como lavado final y se 

centrifugo a 1,500 rpm por 15 min nuevamente. Una vez obtenidas las cŽlulas se 

resuspendieron en 1 ml de PBS y se midi— la viabilidad de las cŽlulas usando la tŽcnica 

azul de tripano agregando una relaci—n 1:1 y con la ayuda de una c‡mara de neubauer 

procedimos a contar las cŽlulas viables.  

 

En una caja de cultivo de 5 cm3 se sembraron 1,000,000 de cŽlulas en 3 ml de 

medio RPMI sin enriquecer a 37 ¼C en una atmosfera de 95 % de O2 y 5% de CO2 y se 

dejaron interactuar con la superficie de poliestireno para generar una selecci—n positiva, 

ya que las cŽlulas mononucleares se dividen en adherentes (monocitos) y no adherentes 

(linfocitos) y de esta manera pasadas dos horas se descart— el sobrenadante. Usando 3 ml 

de StemPro Accutase ª (Gibco) procedimos a despegar las cŽlulas de la caja, y dejando 
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reposar por 15 min, para recolectar las cŽlulas y a–adimos 5 ml de PBS para generar un 

flush con ayuda de la pipeta y de esta manera recolectar el mayor nœmero de cŽlulas. 

 

 

Figura 17. Separaci—n de cŽlulas por Polymorphoprep ª. 

 

Una vez obtenidos los monocitos purificados se sembraron nuevamente en placas 

de ultrajaba adherencia de 12 pozos (NUNC, ThermoScientific) a–adiendo 100,000 

cŽlulas por pozo con medio RPMI enriquecido con 10% de suero fetal bovino, 10% de 

suero AB humano (extra’do de un donante joven aparentemente sano) y 1 % de 

antibi—tico-antimic—tico y se dejaron incubar por 24 horas a las condiciones previamente 

descritas antes de su uso para la s’ntesis del microbot. 

 

Para caracterizar a los monocitos se llev— a cabo una evaluaci—n del perfil de 

liberaci—n de citocinas mediante citometr’a de flujo (BD Accuryª C6, BD Biosciences, 

San Jose, CA, EUA) con un kit de citocinas TH1 de rat—n (BD pharmigen, CA, EUA) 

utilizando como control positivo, monocitos activados con lipopolisac‡rido. 

 

6.4 Obtenci—n de macr—fagos a partir de monocitos de rat—n. 

Para la obtenci—n de macr—fagos se emple— la tŽcnica antes descrita para la 
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recuperaci—n de monocitos de sangre perifŽrica de rat—n, pero en la separaci—n de las 

cŽlulas adherentes y no adherentes, una vez descartados los linfocitos, se agregan 3 ml 

de medio RPMI con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibi—tico-antimic—tico en la 

misma placa y se deja reposar a las cŽlulas por 1 hora a 37 ¼C en una atmosfera de 95 % 

de O2 y 5% de CO2. Posteriormente a esas mismas cŽlulas se les estimul— con 1 ( g de 

lipopolisac‡rido (LPS) bacteriano, en este caso de Salmonella tiphymurium (Sigma 

Aldrich) y se incuba a 37 ¼C en una atmosfera de 95 % de O2 y 5% de CO2 por 24 horas. 

Para caracterizar a los macr—fagos se llev— a cabo una evaluaci—n del perfil de 

liberaci—n de citocinas mediante citometr’a de flujo con un kit de citocinas TH1 de rat—n 

(BD pharmigen) utilizando como control negativo, monocitos obtenidos de sangre 

perifŽrica de rat—n sin est’mulo. 

6.5 Generaci—n de los microbots de monocito y macr—fago. 

De manera general la s’ntesis de los microbots se llev— a cabo mediante el 

anclaje de los nanocomplejos a la membrana del monocito y macr—fago mediante 

interacci—n por cargas y un agente entrecruzante-estabilizador de cargas. 

 

6.5.1 Estandarizaci—n de la capacidad de carga de los microbots basados en 

monocito y macr—fago. 

Para generar un microbot funcional fue necesario evaluar cuantas cŽlulas pod’an 

interactuar con 50 ( g de estos nanocomplejos sin alterar su potencial de membrana o sin 

responder de manera agresiva (fagocitosis) a estos.  

Para realizar el ensayo de capacidad de carga se sintetizaron nanocomplejos 

magnŽticos con 50 ( g de pADN, interactuando con soluciones a diferentes densidades 

celulares. 

Las soluciones celulares conten’an 1x107 hasta 1x109 cŽlulas, a cada una de estas 

se les trato con nanocomplejos magnŽticos con 50 ( g de pDNA y se les agreg— 187.5 ( l 

de TPP, adem‡s de aforar con PBS para un volumen final de 1.3 ml, esto para monocitos 

y macr—fagos respectivamente. Se mezcl— todo por pipeteo y se incub— en agitaci—n a 

950 rpm durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 

3000 g por 10 min, se retir— el sobrenadante y se realizaron dos lavados m‡s con 1ml de 
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PBS, despuŽs del œltimo lavado se resuspendieron a un volumen final de 100 ( l de PBS. 

Posteriormente a los microbots  se les determin— el potencial zeta para poder 

evaluar la cantidad de cŽlulas que se pod’an poner en contacto con los nanocomplejos 

sin alterar la integridad de la membrana. 

6.5.2 Caracterizaci—n del estado de activaci—n microbots. 

Para evaluar que los complejos fueron adheridos en las cŽlulas, los microbots se 

observaron por microscopia de fuerza at—mica, con una evaluaci—n del perfil de 

liberaci—n de citocinas mediante citometr’a de flujo con un kit de citocinas TH1 de rat—n 

previamente descrito y siguiendo las instrucciones del proveedor (BD pharmigen). 

6.5.3 Caracterizaci—n de los microbots por microscopia de fuerza at—mica. 

Las cŽlulas se mantuvieron en cajas Petri con medio RPMI sin enriquecer por dos 

horas para generar adhesi—n. Posteriormente sin fijar, las cŽlulas fueron observadas en el 

microscopio de fuerza at—mica. 

6.6 Evaluaci—n in vivo de los microbots. 

Para determinar la eficacia de transporte y entrega, as’ como  la expresi—n gŽnica, se 

realizaron evaluaciones in vivo con ratones C57BL/6 hembras de 6 a 8 semanas.  A los 

objetos de estudio se les inocularon 500,000 cŽlulas B16F10 de melanoma murino 

resuspendidas en 150 ( l de PBS, con jeringas de insulina (Ultra-fine 31G x 6mm, BD 

Becton, Dickinson and Company) de manera subcut‡nea en el muslo izquierdo del rat—n. 

El desarrollo tumoral se superviso por un tiempo aproximado de 10 d’as post-

inoculaci—n. 

  Una vez establecido el tumor , los ratones fueron inoculados con ambos sistemas 

de microbots para seleccionar el mejor sistema, preliminarmente se emplearon tres 

grupos con una n=3. Posteriormente e determin— usar el sistema de monocitos , en el 

cual se evaluaron 5 grupos diferentes con una n=3 descritos a continuaci—n:. 

Para el estudio preliminar de macr—fagos se utiliz—: 

¥( Grupo 1: Control negativo, ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de 

di‡metro sin tratamiento. 

¥( Grupo 2: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 
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microbots basados en macr—fagos con la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

¥( Grupo 3: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 

microbots basados en monocitos con la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

Para la evaluaci—n de la efectividad del microbot basado en monocitos in vivo los 

grupos fueron: 

¥( Grupo 1: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 

microbots basados en monocitos con la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

¥( Grupo 2: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 

microbots basados en monocitos sin la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

¥( Grupo 3: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 

50 ( g de nanocomplejos magnŽticos con la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

¥( Grupo 4: Ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de di‡metro tratados con 

50 ( g de nanocomplejos magnŽticos sin la influencia de un campo magnŽtico 

est‡tico externo. 

¥( Grupo 5: Control negativo, ratones con tumor de aproximadamente 1 cm de 

di‡metro sin tratamiento. 

A los grupos que inclu’an la influencia de un campo magnŽtico, se les coloc— un 

magneto de neodimio con un di‡metro de 3/8Ó e intensidad de 30,000 Gaus (3T) por una 

hora. El magneto fue colocado directamente sobre la zona tumoral (sujet‡ndolos con 

bandas adhesivas) con la finalidad de dirigir el tratamiento a esa zona. Cuarenta y ocho 

horas despuŽs de la exposici—n al magneto, los ratones fueron sacrificados por 

dislocaci—n cervical, el tumor, as’ como diferentes —rganos: coraz—n, h’gado, pulm—n, 

ri–ones y bazo fuero extra’dos en condiciones de asepsia y congelados a -20 »C para su 

posterior procesamiento. 

Para procesar las muestras cada uno de los —rganos fue lavado con el uso de PBS 

para eliminar trazas de sangre, en seguida fueron cortados en trozos peque–os con el uso 

de un bistur’ para ser colocados en un tubo c—nico de 2 ml y se les agreg— 100 ( l de PBS 

mas y posteriormente se les macer— con el uso de un taladro procesador de tejido. 
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DespuŽs con el uso de 500 ( l de buffer RIPA (Thermo Scientific) enfriado a 4¼C en cada 

tubo con tejido se centrifug— a 10,000 g por 15 min. El sobrenadante fue recolectado en 

otro tubo y se a–adieron 200 ( l m‡s de buffer RIPA al tubo con el bot—n y se centrifugo 

nuevamente a 10,000 g por 15 min. El sobrenadante fue recolectado nuevamente en un 

tubo y congelado a -20 ¼ C para su posterior an‡lisis. 

6.6.1 An‡lisis de especificad del transporte mediado por el microbot. 

Para la evaluaci—n de la especificidad del sistema se midi— la fluorescencia en 

cada muestra, para esto se tomaron 50 ( l de la muestra y se mezclaron con 100 ( l de 

PBS y los 150 ( l resultantes se colocaron en una placa de 96 pozos de fondo plano 

(Costar ¨, Corning Inc.). La fluorescencia de las NPMF fue evaluada con el uso de un 

lector de placas Varioskan Lux, con los par‡metros previamente explicados. 

6.6.2 Evaluaci—n de la expresi—n gŽnica. 

Como parte final de la evaluaci—n del sistema in vivo, se midi— la expresi—n del 

gen de la luciferasa codificado en el pl‡smido pHRE_Luc. Para este an‡lisis se utiliz— el 

kit luciferase assay system (Promega). Para la determinaci—n de luminiscencia se 

utilizaron 20 ( l de cada muestra tumoral, los cuales fueron colocados en una placa de 96 

pozos de fondo plano. Se le agrego a cada muestra 100 ( l de luciferase assay reagent de 

acuerdo al protocolo brindado por el fabricante.  La luminscencia del pl‡smido fue 

evaluada con el uso de un lector de placas Varioskan Lux. 

6.6.3 Homogenizaci—n de datos. 

Para poder contar con datos que no mantuvieran valores ambiguos influenciados 

por factores como, volumen, error humano de pipeteo, peso y tama–o de —rganos, se 

decidi— ajustar cada una de las muestras a fluorescencia y luminiscencia por mg de 

prote’na. Para conocer la concentraci—n total de prote’na por muestra se midi— la 

cantidad de prote’na mediante el uso de un Nanodrop con su funci—n de lectura de 

prote’na A260 y posteriormente con una regla de tres se ajustaron los datos. 

6.4.4 An‡lisis estad’stico. 

Para verificar la normalidad de los datos se emple— una prueba de normalidad 

Kolmogorov-Smirnov utilizando el software estad’stico SPSS versi—n 20. Una vez 

verificada la normalidad de los datos se procedi— a hacer un ANOVA de dos v’as, 
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seguida de una prueba post hoc para comparaci—n de medidas mœltiple con la prueba de 

Tukey, esto con el uso del software GraphPad Prism versi—n 7.0. 
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XIII. ! RESULTADOS 

 

7.1 Elaboraci—n y caracterizaci—n de nanocomplejos de nanopart’culas magnŽticas 

fluorescentes con quitos‡n y pADN. 

 

7.1.1 Caracterizaci—n del pl‡smido pHRE-Luc. 

 

El pl‡smido purificado y digerido se encuentra en la figura 18, donde se presenta 

el gel de electroforesis del ensayo de restricci—n, que contiene el pl‡smido pHRE sin 

digerir como control y este mismo digerido. El patr—n muestra un fragmento de 3,851 pb 

dado por la enzima NcoI y uno en 1656 pb dado por la enzima XhoI. En el carril control 

podemos observar las dos bandas correspondientes a dos de las tres conformaciones 

caracter’sticas que presenta un pl‡smido en un corrimiento electroforŽtico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 18. Caracterizaci—n del pl‡smido pHRE-Luc mediante digesti—n enzim‡tica. Electroforesis 
realizada en gel de agarosa al 1%. a) Carril escalera. b) Marcador de peso molecular. c) Carril control.  
d) Carril de digesti—n enzim‡tica. 

 

a)
 

b) c) d) 
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7.1.2 Caracterizaci—n de perfil de retenci—n y liberaci—n de pl‡smido pHRE-Luc de 
los nanocomplejos de Q/pADN. 
 

7.1.2.1 Perfil de retenci—n de los nanocomplejos de Q/pADN. 

 

Una vez formados los complejos a distintos radios, estos fueron cargados en un 

gel de agarosa al 1% para evaluar la capacidad de retenci—n del pADN. Se agreg— como 

control pADN correspondiente a pHRE-Luc, y en los carriles siguientes los diferentes 

radios proporcionales. Como muestra la figura 19, el radio proporcional 10:1 muestra 

liberaci—n del pADN y en los siguientes carriles esto no se observa, siendo as’ el radio 

60:1 el que retiene de mejor manera el pADN. 

 

 

 
Figura 19. Perfil de retenci—n de pADN por parte de los nanocomplejos sintetizados a partir de diferentes 
radios de Q:pADN. 
 

7.1.2.2 Caracterizaci—n del perfil de liberaci—n de pADN de los nanocomplejos de 

Q/pADN 

 

En el ensayo de liberaci—n de pl‡smido pudimos observar una liberaci—n total de 

326 ng/( l del nanocomplejo al sobrenadante, obteniendo como total una liberaci—n del 

32.6 % con respecto a los 1000 ng/( l que se a–adieron en la formaci—n del 

nanocomplejo, mostrando el punto m‡s alto de liberaci—n a las 12 horas. 

 

 

Ctrl       R10          R20         R30        R40           R50        R60 
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Figura 20. Liberaci—n de pl‡smido a lo largo de 144 horas. 

 

 

7.1.3 Caracterizaci—n en tama–o y potencial zeta de los nanocomplejos de 

Q/pADN/NPMF. 

 

Una vez establecido que el radio a utilizar era el 60:1 se procedi— a evaluar los 

nanocomplejos de Q/pDNA/NPMF usando 100 ( g/mL de NPMF acomplejadas a 1 ( g 

de pDNA en un volumen final de 60 ( l en tama–o, homogeneidad por medio de 

dispersi—n de luz din‡mica, mostrando una alta homogeneidad en la muestra y 

manteniendo un tama–o de 229.5 nm, tal y como se muestra en la figura 21. Respecto al 

potencial zeta de los nanocomplejos, en la figura 22 se muestra la gr‡fica obtenida de 

esta medici—n, obteniendo como resultado un potencial zeta positivo de 8.38 mV en el 

100% de la muestra. 
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Figura 21. Caracterizaci—n en tama–o y homogeneidad de los nanocomplejos de Q/pDNA/NPMF, usando 
el radio Q:pADN 60:1. 
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Figura 22. Caracterizaci—n en potencial zeta de los nanocomplejos de Q/pADN/NPMF. 
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7.1.4 Evaluaci—n de la citotoxicidad de los nanocomplejos de Q/pADN/NPMF 

 
La tabla 3 muestra la CC50 correspondiente a las gr‡ficas de cada uno de los 

tratamientos mostrados en la figura 23 para los nanocomplejos y cada uno de sus 
componentes. 
 
Tabla 3. Concentraci—n citot—xica 50 para cada uno de los componentes de s’ntesis y nanocomplejos en 

100,000 monocitos. 

 
 Nanocomplejos NPMF TPP Quitos‡n 

CC50 6.37 ( g 17.23 ( g 5.30 ( g 37.09 ( g 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Viabilidad de monocitos expuestos a nanocomplejos y a cada uno de los componentes. Gr‡ficas 
lineales obtenidas a partir de las absorbancias obtenidas con diferentes concentraciones de los 
componentes de los nanocomplejos y con estos mismos en 100,000 cŽlulas. 

 



!

! ), !

7.1.5 Caracterizaci—n en forma y tama–o de las NPMF y los nanocomplejos de 
Q/pADN/NPMF por MFA.  

 

Se caracterizaron las nanopart’culas en forma y tama–o por medio de MFA para 

corroborar los datos obtenidos por el Zetasizer y poder hipotetizar un modelo que nos 

permita dilucidar la interacci—n de la cŽlula con el nanocomplejo (figura 24). El tama–o 

resulto ser de 57 nm para las NPMF con una forma esferoidea y de 250 a 350 nm para 

los nanocomplejos con una forma completamente irregular. 

 
 

a)      b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 24. Caracterizaci—n por AFM de NPMF y de los nanocomplejos. a) Nanopart’culas magnŽticas 
fluorescentes. b) Nanocomplejos de NPMF, quitosan, TPP y pADN.  
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7.2 Obtenci—n de cŽlulas. 

 

7.2.1 Obtenci—n de monocitos a partir de sangre perifŽrica de rat—n. 
 

La muestra se incub— 48 horas, dentro de las cuales, se visualiz— la muestra bajo 

microscopia —ptica a las 2, 12, 24 y 48 horas, para analizar el desarrollo de las cŽlulas y 

sus cambios morfol—gicos. En un periodo de 2 horas los monocitos se mantienen sin 

cambios morfol—gicos evidentes, al igual que a las 12 horas, sin embargo, a las 24 y 48 

horas se comienza a observar cambios morfol—gicos, indicando un posible estado de 

activaci—n como se observa en la figura 25. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Cambios morfol—gicos de monocitos de acuerdo a tiempo de cultivo. a) Monocitos a 2 horas de 
siembra en medio de cultivo. b) Monocitos a 12 horas de cultivo. c) Monocitos a 24 horas de cultivo. d) 
Monocitos a 48 horas de cultivo. 
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7.2.2 Obtenci—n de macr—fagos a partir de monocitos de rat—n.  
 

Para el cultivo de macr—fagos, los monocitos se incubaron por 24 horas con 1 ( g 

de lipopolisac‡rido para generar su activaci—n, resultando un 100% de confluencia de 

macr—fagos a las 24 horas de aplicaci—n como se muestra en la figura 26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Activaci—n de monocitos a macr—fago mediante la adici—n de LPS. a) Monocitos a 2 horas de 
siembra en medio de cultivo RPMI enriquecido con 10% de suero fetal bovino, 10% de suero AB humano 
y 1% de antibi—tico y antimic—tico, incubado a 37 ¼C en una atm—sfera de 5% de CO2. b) Monocitos a 24 
horas de exposici—n al LPS. 
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7.3 Caracterizaci—n celular por medio de perfil de liberaci—n de citocinas. 

 

Se realiz— un ensayo de medici—n de citocinas en sobrenadante por citometr’a de 

flujo mostrado en la figura 27, para analizar el estado de activaci—n de las cŽlulas, 

mostrando que ambas cŽlulas corresponden directamente segœn su perfil a un monocito 

M0 cultivadas por 24 horas y a M1 a las cŽlulas cultivadas con la adici—n de 

lipopolisac‡rido. 

 

 

 

 

Figura 27. Perfil de liberaci—n de citocinas. La columna azul corresponde a la concentraci—n dada en 
pg/mL de citocinas liberadas por los monocitos cultivados por 24 horas y la barra roja a los monocitos 
activados por la presencia de 1( g de LPS. 
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7.4 Caracterizaci—n de los microbots basados en monocitos/macr—fagos y 
nanocomplejos. 
 

Para poder caracterizar a los microbots se llevaron a cabo distintas evaluaciones, 

principalmente morfol—gicas, mediante MFA,  en capacidad de carga mediante la 

medici—n del potencial zeta de las cŽlulas y su cambio una vez en contacto con el 

nanocomplejo, al igual que un ensayo de liberaci—n de citocinas y una caracterizaci—n 

por medio de anticuerpos en citometr’a de flujo para conocer si los nanocomplejos eran 

capaces de llevar a cabo una activaci—n de los monocitos o si ejerc’an una repolarizaci—n 

de M1 de los macr—fagos a M2. 

 

7.4.1.1 Estandarizaci—n de la capacidad de carga de los microbots basados en 

monocitos y nanocomplejos mediante medici—n de potencial zeta. 

 

En los resultados de caracterizaci—n de los monocitos en potencial zeta (Figura 

28) tenemos que el potencial zeta de los monocitos es de -25.9 en PBS a pH 7.0 en una 

poblaci—n promedio de 1,000,000 de cŽlulas por mL. En el ensayo de capacidad de carga 

se usaron diferentes concentraciones de cŽlulas como controles de tratamiento, que 

fueron desde 10,000 cŽlulas hasta 10,000,000 cŽlulas. 

 

En el ensayo de capacidad de carga de monocito como podemos ver en la tabla 4, 

se muestra como condici—n m‡s estable el uso de 10,000,000 de cŽlulas para la 

generaci—n del microbot, sin embargo, al ser un nœmero muy alto de cŽlulas, la 

obtenci—n de las mismas se complica, por lo que se decidi— mantener el mill—n de 

cŽlulas para sintetizar los microbots. 
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Figura 28. Medici—n del potencial zeta de monocitos. Las cŽlulas se encuentran suspendidas en PBS a pH 
7.0 en una concentraci—n de 1,000,000 cŽlulas por mililitro. 
 

Tabla 4. Potencial zeta de monocitos a diferentes concentraciones, cargados con nanocomplejos al 50X. 
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7.4.1.2 Estandarizaci—n de la capacidad de carga de los microbots basados en 

macr—fagos y nanocomplejos mediante medici—n de potencial zeta. 

 

En los resultados de caracterizaci—n de los macr—fagos en potencial zeta (Figura 

29) se muestra que el potencial zeta de los macr—fagos es de -25.9 en PBS a pH 7.0 en 

una poblaci—n promedio de 1,000,000 de cŽlulas por mL. En el caso de los macr—fagos 

se decidi— usar la concentraci—n de 1,000,000 de cŽlulas ya que no se observaba un 

cambio significativo en el potencial comparada con las otras concentraciones (Tabla 5). 

 

 
Figura 29. Medici—n del potencial zeta de macr—fagos. Las cŽlulas se encuentran suspendidas en PBS a pH 
7.0 en una concentraci—n de 1,000,000 cŽlulas por mililitro. 

 

 

Tabla 5. Potencial zeta de macr—fagos a diferentes concentraciones, cargados con nanocomplejos al 50X. 
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7.4.2 Caracterizaci—n de los microbots basados en monocitos/macr—fagos y 

nanocomplejos por MFA . 

 

La figura 30 muestra im‡genes de altura de un monocito completo (a), la gr‡fica 

de altura en la regi—n de membrana (b), la imagen 3D resultante de la microscopia (c), 

as’ como un campo en donde se observan monocitos en mitosis (d) y su respectiva 

imagen en 3D (e,f). En este conjunto de im‡genes se puede observar sus caracter’sticas 

morfol—gicas principales, como su nœcleo prominente, su citoplasma redondeado y un 

tama–o de aproximadamente 12 a 15 ( m. 
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Figura 30. Microscop’a de fuerza at—mica de un monocito completo y monocitos en mitosis. a) Monocito 
en 2D. b) Gr‡fica de altura en regi—n de membrana. c) Simulaci—n 3D de altura del monocito. d) Monocito 
en mitosis en 2D. e) Simulaci—n de monocitos en mitosis. 
 

7.4.3 Caracterizaci—n del estado de activaci—n de las cŽlulas mediante un perfil de 

liberaci—n de citocinas medidas por citometr’a de flujo. 

 

Como parte de la caracterizaci—n de las cŽlulas se incluy— un ensayo de 

liberaci—n de citocinas, el cual dio como resultado que los monocitos cargados con 

nanocomplejos no liberan citocinas similares a las de un perfil de activaci—n, al igual que 

los microbots generados con macr—fagos no cambian su perfil de liberaci—n de citocinas 

M1 a M2, como se muestra en la figura 31. 

f) e) 
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Figura 31. Gr‡fica de liberaci—n de citocinas a 24 horas de contacto para monocito y macr—fago con 
nanocomplejos al 1X. 
 
 
7.5 Evaluaci—n del microbot in vivo sistema monocito vs sistema macr—fago. 

 

Para evaluar la efectividad de llegada del microbot in vivo se us— la fluorescencia 

emitida por las nanopart’culas magnŽticas fluorescentes en cada uno de los —rganos. 

 

7.5.6 An‡lisis de fluorescencia emitida por las nanopart’culas y los —rganos para 

evaluaci—n de capacidad de llegada del microbot. 

 

La fluorescencia emitida de cada —rgano, as’ como del tumor se muestra en la 

figura 32. Se observa que ambos microbots tienen una alta capacidad de llegada a tumor, 

sin embargo, la bioacumulaci—n de los microbots basados en macr—fagos en h’gado es 

muy alta, seguida por la que se observa en ri–—n y por œltimo en tumor. 

El sistema de monocitos mantiene una relaci—n muy buena de llegada espec’fica y 

bioacumulaci—n como, por lo tanto, decidimos evaluar la influencia del campo, la 

influencia de la quimiotaxis propia del monocito y otros par‡metros en un segundo 

experimento in vivo. 
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Figura 32. Fluorescencia de —rganos y tumor de ratones inoculados con los diferentes microbots. Promedio 
de las mediciones (n=3) ex 673nm em 695nm. Barras de desviaci—n est‡ndar mostradas, 2way ANOV A, 
Tukey post ANOVA, * p>0.05. 

7.6 Evaluaci—n del microbot basado en monocitos in vivo. 

 

Para evaluar la efectividad del microbot in vivo se usaron dos par‡metros, la 

fluorescencia emitida por las nanopart’culas magnŽticas fluorescentes en cada uno de los 

—rganos y la expresi—n gŽnica mediante un ensayo de luciferasa.  

 

7.6.1 An‡lisis de fluorescencia emitida por los —rganos y por las NPM para la 

evaluaci—n de la llegada espec’fica del microbot. 

 

El grupo control se tom— como blanco para poder observar datos de fluorescencia 

reales sin la influencia de la fluorescencia basal de los —rganos y del tumor. 

 

La fluorescencia emitida de cada —rgano, as’ como del tumor se muestra en la 

figura 33 y figura 34. Se puede apreciar que cuando el microbot se encuentra con la 

influencia del campo magnŽtico incrementa su llegada espec’fica a tumor, sin embargo, 
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sin la influencia de este, llega a tumor, pero mantiene una bioacumulaci—n considerable 

en otros lugares, tal es el caso de bazo y de h’gado  como se muestra en la figura 33. 

 

Figura 33. Fluorescencia de —rganos de ratones inoculados con los diferentes tratamientos. Promedio de 
las mediciones (n=3) ex 673nm em 695nm. Barras de desviaci—n est‡ndar mostradas, 2way ANOV A, 
Tukey post ANOVA, * p>0.05.  
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Figura 34. Fluorescencia de tumor de ratones inoculados con los diferentes tratamientos. Promedio de las 

mediciones (n=3) ex 673nm em 695nm. Barras de desviaci—n est‡ndar mostradas, 2way ANOVA, Tukey 

post ANOVA, * p>0.05. 
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7.6.2 An‡lisis de la expresi—n gŽnica del pl‡smido pHRE_Luc en tumor. 

 

La luminiscencia emitida por la degradaci—n de la luciferina mediante la 

luciferasa codificada en el pl‡smido fue cuantificada, y como resultado, en la figura 35 

podemos observar que la mayor cantidad de luminiscencia se encontr— en el grupo que 

no ten’a la influencia del campo magnŽtico, sin embargo, el grupo que pose’a la 

influencia del campo magnŽtico tambiŽn genera una expresi—n del gen, pero no a la 

misma escala. 

 

 

Figura 35. Luminiscencia de tumor de ratones inoculados con los diferentes tratamientos. Promedio de las 
mediciones (n=3). Barras de desviaci—n est‡ndar mostradas, 2way ANOVA, Tukey post ANOVA, 
*p<0.05.  
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VIII. ! DISCUSIîN  

 
En el presente trabajo de tesis se realiz— una evaluaci—n de un nuevo sistema de 

entrega espec’fica de genes a tumor, tomando como modelo principal las cŽlulas del 

sistema inmunol—gico, ya que como se sabe, una de las mayores barreras para cualquier 

terapia, es el sistema inmunol—gico y tomar cŽlulas que puedan permitirles un paso libre 

a tumor. 

 

Existen diversas cŽlulas ya probadas como agentes de drug/gene delivery, tal es 

el caso de las cŽlulas madre, en donde Huang y colaboradores en el 2013 usaron para 

hacer env’o dirigido a tumores dentro de mŽdula —sea gracias a la caracter’stica de estas 

cŽlulas de ÒHomingÓ, sinembargo, tiene complicaciones impl’citas, enviar una cŽlula 

con un agente ex—geno a una zona tumoral, es dif’cil, y m‡s aœn al considerar las 

interacciones que las cŽlulas madre mantiene con el microambiente tumoral, puede 

diferenciarlas a cŽlulas madre cancer’genas o en su defecto a alguna otra estirpe de 

cŽlula que pueda favorecer al desarrollo del tumor. 

 

TambiŽn se ha probado el uso de linfocitos T citot—xicos para el env’o dirigido, 

ya que estos tienen la capacidad de llegar a tumor y luchar contra Žl, sin embargo, se ha 

demostrado que pierden sus capacidades antitumorales una vez anclado algo a su 

membrana, y esto puede ser debido a la disposici—n de receptores en la membrana o a 

una se–al de estrŽs celular que inactive ciertas cualidades de estas cŽlulas (Stephan et al, 

2010). Si bien el uso de linfocitos T infiltrantes de tumor se ha demostrado œtil para 

estos sistemas acarreadores, tambiŽn es cierto que atrae ciertas problem‡ticas como de 

manutenci—n, producci—n a gran escala y tambiŽn de replicaci—n, ya que se necesitan 

condiciones altamente espec’ficas para el correcto funcionamiento de estas cŽlulas. 

 

Algunas otras cŽlulas no inmunitarias han sido probadas, tal es el caso de los 

eritrocitos, los cuales tiene la capacidad de migrar de manera pasiva al tumor, gracias a 

sus propiedades el‡sticas circulatorias, y claro, una ventaja m‡s de obtenci—n al ser las 

cŽlulas m‡s abundantes del cuerpo. Complicaciones pueden surgir de lo anterior, como 
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por ejemplo, una deformaci—n en la membrana de estos y una posible expresi—n de 

fosfatidil serina al exterior, que puede ser interpretada como una se–al Òc—memeÓ para 

los macr—fagos y por lo tanto disminuir su llegada a tumor, y esto en realidad hace 

mucho sentido, ya que al no tener ningœn mecanismo de reparaci—n esta cŽlula es 

susceptible a cualquier tipo de estrŽs que su membrana pueda encontrar (Bhateria et al. 

2010), sin embargo, el laboratorio ha sido capaz de lograr una llegada a tumor en 

cantidades interesantes sin hemolisis mec‡nica aparente. 

 

Los monocitos y los macr—fagos ya hab’an sido tomados en cuenta anteriormente 

para este tipo de sistemas de env’o. Los macr—fagos particular mente han sido utilizados 

para el env’o de drogas encapsuladas en nanopart’culas a tumor, mediante el proceso de 

fagocitosis el macr—fago toma la terapia, y posteriormente la lleva con su capacidad 

migratoria por receptores quimiot‡cticos a tumor, si bien lo anterior es una muy buena 

idea, es importante considerar la liberaci—n de este mismo y obviamente, la polarizaci—n 

final de estos macr—fagos (Siwen Li et al. 2016).  

 

Los monocitos ya se han utilizado para estudios in vitro de migraci—n con drogas 

en su superficie, e inclusive obteniendo buenos resultados, tal es el caso de Sun Jung 

Park y colaboradores que en el 2015 lograron anclar en la membrana del monocito 

nanocomplejos que conten’an nanopart’culas PEG y un agente entrecruzante, 

haciŽndolos migrar en un gel de agarosa de un punto A a un punto B, mediante un 

gradiente de quimiocinas. Lo interesante del trabajo anterior es que ellos utilizaron 

l’neas celulares monoc’ticas, bien descritas y fenotipificadas, sin embargo, en su 

discusi—n, ellos hablan sobre la principal barrera de funcionalidad de este tipo de 

sistemas para pruebas in vivo, y es el HLA, ya que, un rechazo de HLA podr’a inducir al 

individuo de experimentaci—n a un rechazo del tratamiento y a una fuerte respuesta 

inmunol—gica contra Žl, lo que lo puede llevar r‡pidamente a la muerte. Por lo anterior es 

que se decidi— hace un transplante aut—logo celular, en donde a ratones C57BL/6 se les 

extrajeron muestra sangu’neas para posterior obtenci—n de monocitos. 

 



!

! +(!

Existen muchos mŽtodos de obtenci—n de cŽlulas sangu’neas para cultivos 

primarios, por ejemplo, el mŽtodo de separaci—n por anticuerpos en columnas de perlas 

magnŽticas, que es muy bueno y funcional, sin embargo, es muy caro en relaci—n a otros 

mŽtodos, principalmente compar‡ndolo con el que nosotros utilizamos, que fue el 

gradiente de densidades. Probamos con diferentes agentes de densidades, como el ficoll, 

que tiene la capacidad de separar PBMCs y cŽlulas polimorfo nucleares de las los 

eritrocitos, con una gran capacidad, dependiendo la densidad que se utilice, sin embargo, 

el tener cŽlulas polimorfo nucleares y mononucleares en cocultivo es complicado, ya que 

en el paso de selecci—n de monocitos, es muy complicado generar la separaci—n, ya que 

ambos tipos de cŽlulas son adherentes, por lo que se decidi— usar un agente que tuviera 

capacidad de separar ambos grupos, como el Polymorphoprep. Este agente tiene la 

capacidad de separar PBMCs de PMNCs y de los eritrocitos, en un doble anillo, lo que 

lo hace muy œtil para nuestra investigaci—n, ya que paso siguiente se siembran 

œnicamente las PBMCs y se separan por adherencia, linfocitos como cŽlulas no 

adherentes y a los monocitos como cŽlulas adherentes. 

 

Uno de los problemas m‡s grandes con los que tuvimos que lidiar para esta 

investigaci—n fue el estado de activaci—n de las cŽlulas, ya que al adherirse a la placa 

posterior a la separaci—n de adherentes y no adherentes, enriqueciŽndolas con 10% de 

SFB estas no duraban suficiente tiempo en un estado de liberaci—n de citocinas M0, por 

lo cual consultando la literatura, encontramos que agregar 10% m‡s de suero AB 

humano (Altex, 2012) facilitaba su proliferaci—n y, las cŽlulas logradas de esta 

proliferaci—n no se adher’an por completo y manten’an por 24 horas su estado M0. 

 

La caracterizaci—n de cŽlulas en un cultivo primario para tratamientos es 

fundamental, ya que muchas veces no se tiene la certeza de con que se est‡ trabajando, 

sin embargo, para el caso de los monocitos, aparte de ser muy caro, es muy complicado 

porque son cŽlulas que expresan una gran variedad de receptores de acuerdo al medio en 

el que se han cultivado, por lo tanto un mŽtodo muy œtil para diferenciarlos es el perfil 

de liberaci—n de citocinas, que en realidad lo que hace, es discrimar entre cŽlulas M0 que 

no libera citocinas, M0/M1 que liberan citocinas pro inflamatorias o M0/M2  que 
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liberan citocinas de freno para el sistema inmunol—gico (Sunderkštteer C 2018). Como 

se observa en los resultados los monocitos mantuvieron un estado M0 durante el periodo 

de incubaci—n con los nanocomplejos y los macr—fagos que se utilizaron para el estudio, 

activados a partir de monocitos con lipopolisac‡rido, que corresponden a un estado de 

activaci—n M1 o de macr—fago activado por la v’a cl‡sica.  

 

Los nanocomplejos que nosotros utilizamos fueron elaborados a base de 

quitosan, un agente derivado de la quitina de la corza de crust‡ceos, y en este caso, el 

tipo utilizado fue hidrosoluble, lo cual facilit— mucho su interacci—n con las cŽlulas, ya 

que es estable a condiciones espec’ficas que resultaron ser favorables para las cŽlulas. Se 

han presentado reportes del uso de quitosan para nanocomplejos de drug delivery pero 

tiene a disminuir la viabilidad de las cŽlulas, ya que para el uso de este es necesaria una 

hidr—lisis con ‡cido acŽtico, lo cual le cambia mucho sus caracter’sticas estructurales. 

 

Las nanopart’culas que se utilizaron para este trabajo son aprobadas por la FDA 

para imagenolog’a, lo cual, con su cubierta de s’lice, las hace —ptimas para este tipo de 

ensayos en donde se les tiene que dar trazabilidad para conocer su llegada a distintos 

—rganos y posibles bioacumulaciones en alguno de ellos, tal y como se denot— en los 

resultados.  

 

El tama–o de los nanocomplejos fue de 229 nm lo cual lo hace beneficioso para 

nuestro trabajo, debido a que esta reportado que los monocitos como tal no tiene la 

capacidad de fagocitar de primera instancia part’culas de m‡s de 120 nm, sin embargo, 

lo anterior es dependiente de tiempo y de dosis por eso se ajustaron estas caracter’sticas 

con los resultados del examen de capacidad de carga. La polaridad positiva de la 

superficie de los nanocomplejos se debe a la presencia de protones en el exterior de los 

extremos N- del quitosan, esto lo hace interactuar por carga con la membrana de la 

cŽlula, pero aqu’ es en donde entro otra problem‡tica del trabajo, que tanto pueden 

interactuar estos dos, ya que, al ser mediado por polaridades es muy importante tomar en 

cuenta que el potencial de membrana se puede ver alterado, y si es as’, muchas 
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complicaciones se pueden dar para la cŽlula, como por ejemplo una inducci—n a 

apoptosis. 

 

Como se puede observar en el ensayo de capacidad de carga, el monocito en 

interacci—n con 50 ( g de nanocomplejos se comporta m‡s estable cuando en cantidad, se 

tiene 1x10^7 de ellos, y esto hace sentido, ya que en cuanto mayor sea el nœmero de 

cŽlulas, menos interacciones tendr‡n estas con los nanocomplejos y por lo tanto el 

potencial no se ver‡ afectado, o se estabilizar‡. A menor concentraci—n de cŽlulas se 

puede observar c—mo se compromete el potencial, ya que cuando se tienen 10,000 

cŽlulas en interacci—n con los nanocomplejos el potencial se va hacia el lado positivo 

dr‡sticamente, lo que nos indica un compromiso alto de este. Es por lo anterior que en 

un principio se consider—  trabajar con 1x10^7 cŽlulas, sin embargo, obtener ese nœmero 

de cŽlulas implica sacrificar muchos animales, as’ que decidimos optar por el mill—n de 

cŽlulas. 

 

Para el caso de los macr—fagos los resultaron fueron muy interesantes, ya que, 

como podemos observar, el cambio de potencial a positivo, nos muestra una posible 

exposici—n del lado positivo de la membrana, lo que se puede traducir, segœn algunos 

expertos en un ensayo electroqu’mico de fagocitosis, lo cual tiene mucho sentido, 

tomando en cuenta que las cŽlulas con las que se trabaj— manten’an un estado de 

activaci—n M1, y este al ser activado por v’a cl‡sica es principalmente fagoc’tico. El 

potencial al igual que en el de los monocitos, se estabiliz— conforme el nœmero de 

cŽlulas fue aumentando, y por referencia tomamos el mill—n de cŽlulas para la s’ntesis 

del microbot.  

 

Los resultados in vivo nos muestran una realidad ya marcada por la literatura, en 

realidad, en casi cualquier libro de inmunolog’a. El macr—fago si bien tiene una 

capacidad migratoria por gradiente quimiot‡ctico ÒbuenaÓ va a responder ante cualquier 

estimulo inmunogŽnico, y como est‡ ya bien descrito, el —rgano por excelencia de 

filtraje del cuerpo es el h’gado, por ende ah’ es en donde deber’a de haber una cantidad 

interesante de est’mulos inmunogŽnicos, pero hay algo m‡s, si bien el hecho de que se 
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bioacumulan en tal cantidad en h’gado los hace poco viables para un tipo de terapia 

antitumoral que el modelo no involucre una neoplasia hep‡tica, puede ser en repuesta a 

las cŽlulas que se tomaron como modelo para este estudio, ya que se conoce que las 

B16F10 son altamente metast‡sicas y que estas migran a h’gado, bazo y pulm—n sin la 

necesidad de generar un tumor solido r‡pidamente, sin embargo, como se puede 

observar en la figura, no existe la misma correlaci—n de bioacumulaci—n con el microbot 

generado a partir de monocitos; cabe recalcar que los microbots trabajados en este 

estudio manten’an la influencia de un campo magnŽtico y es por ello que es necesario 

evaluar la funcionalidad del microbot de macr—fagos sin la influencia de este campo, 

aunque te—ricamente tendr’a que tener menos capacidad quimiot‡ctica debido otra vez, a 

su alta capacidad de respuesta. 

 

Evaluando la capacidad de llegada de los microbots sintetizados a partir de 

monocitos pudimos observar que cuando el microbot recibe el est’mulo del campo 

magnŽtico, al cual la nanopart’cula magnŽtica responde, este tiene la capacidad de no 

acumularse en tejidos no deseados, sin embargo, cuando este no se encuentra presente 

hay una bioacumulaci—n considerable en h’gado y en bazo, esto nos hace pensar en una 

inespecificidad, lo cual no es del todo incorrecto, pero una vez m‡s D’az et al, en el 2018 

hicieron un tracking de cŽlulas B16F10 mediante la adici—n de Quantum Dots a la 

membrana de las cŽlulas, y pudieron corroborar que en 144 horas, las cŽlulas migran de 

manera metast‡sicas a pulm—n, h’gado y bazo, por lo cual a este punto es muy 

complicado decir si en realidad, los microbots tienen una llegada inespec’fica sin el 

est’mulo del campo magnŽtico, o si en realidad est‡n siguiendo a cŽlulas metast‡sicas 

que aœn no generan un tumor s—lido y por lo tanto es importante hace un tracking de 

estos microbots en tiempo real para conocer su direcci—n en el periodo de 48 horas y 

poder evaluar par‡metro que permit’an indicar de manera fehaciente que est‡ pasando 

con ellos. 

  

Los nanocomplejos sin la biofuncionalizaci—n proporcionada por la cŽlula no 

tiene la capacidad de llegar ni en una dŽcima parte de lo que llega el tratamiento con la 

presencia de monocitos, por lo tanto, indica que el primer objetivo del trabajo se 
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cumpli—, se construy— un mecanismo que aumentara la llegada a tumor y que aparte 

aumentara la biocompatibilidad del sistema. 

 

 Como se mencion— anteriormente, el control para este tipo de an‡lisis, o la 

fluorescencia nata de los —rganos fue utilizada como blanco para descartar valores 

influenciados por esta. 

 

Para la evaluaci—n de la expresi—n gŽnica es importante considerar que, como se 

mencion— anteriormente, en este tipo de terapias es importante resguardar al agente 

(encapsulaci—n eficiente) y mantener una liberaci—n adecuada dentro del sistema, ya que 

de nada sirve una llegada eficiente si el acarreo de la terapia es ineficiente. El hecho de 

que en el ensayo de liberaci—n bajo condiciones espec’ficas se hubiera logrado solo un 

30% de liberaci—n del pl‡smido es algo realmente bueno, porque las condiciones del 

estudio no evalœan pH, temperatura, movimiento ni interacciones cŽlula-cŽlula, solo 

evalœan vibraci—n constante y el desprendimiento que esta pueda tener, por lo tanto se 

esperaba que el sistema llegara a tumor en una buena concentraci—n y espec’ficamente 

ah’ se liberar‡, ya que el agente reportero de este trabajo est‡ dise–ado para responder 

espec’ficamente al microambiente tumoral. En cuesti—n de pH, se conoce que el 

microambiente tumoral mantiene un pH ‡cido facilitando de esta manera el desacople 

del nanocomplejo con la cŽlula por un cambio conformacional en el quitos‡n. El sistema 

mantiene un pl‡smido que responde a la hipoxia, la cual es una caracter’stica 

fisicoqu’mica muy importante del microambiente, ya que este permite la manutenci—n de 

la regi—n interna del tumor, la regi—n necr—tica, es por eso que una vez llegada a la 

regi—n de normoxia el pl‡smido por cuestiones de pH e interacciones cŽlula-cŽlula se 

desacoplar’a, ingresando a la regi—n de hipoxia, y activ‡ndose el promotor que contiene 

seis elementos que responden a la prote’na HIF-1alfa o prote’na inductora de hipoxia, 

transcribiendo as’ el gen de la luciferasa, y posterior generaci—n de la prote’na, y 

mediante un ensayo de luciferasa/luciferina se pudiera medir la luminiscencia del gen 

reportero. 
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Los resultados de la evaluaci—n de la expresi—n gŽnica arrojan resultados que, si 

bien eran esperados, son un punto muy grande a considerar. Cuando el microbot llega 

mediante la influencia del campo magnŽtico la expresi—n gŽnica disminuye 

considerablemente, a la mitad, , sin embargo la literatura marca que deber’a ser lo 

contrario, ya que en presencia del im‡n, las cŽlulas adoptan el pl‡smido por medio de 

magnetofecci—n y de esta manera expresar’a el pl‡smido en mayor medida, pero al 

parecer aqu’ ocurre algo m‡s que con los resultados obtenido es casi imposible de 

explicar, ya que sin la presencia del campo magnŽtico la expresi—n del gen aumenta, ya 

que la luminiscencia aumenta al doble. Se puede pensar que el campo electromagnŽtico 

podr’a estar afectando al monocito y probablemente limite su llegada y posteriormente 

fagocite al nanocomplejo y por lo tanto no se libere, entonces eso en realidad 

compromete la efectividad del sistema, ya que si bien, la fagocitosis le permite a la 

terapia llegar intacta liberarla en la zona tumoral es una tarea muy compleja (Siwen Li et 

al. 2016). 

 

Es muy importante mencionar que este sistema de env’o resulto ser efectivo, 

tanto con la influencia del im‡n como sin la influencia de este, sin embargo, hay que 

indagar en los posibles efectos del campo magnŽtico sobre la funci—n quimiot‡ctica del 

monocito, ya que en un ensayo post-tratamiento de citocinas circulantes, podemos ver 

un decremento considerable en MCP-1 en el grupo influido por el campo magnŽtico, y 

en el que no mantiene influencia de este, aumenta MCP-1 de manera muy considerable, 

siendo benŽfico para el sistema, ya que esta quimiocina tiene la capacidad de promover 

la diferenciaci—n de monoblastos y la producci—n de monocitos, as’ como el 

reclutamiento de estos en zonas inflamadas, en general, podr’amos decir que el sistema 

mantiene una red de auto est’mulos que le permiten continuar llegando y funcionando. 

En el ensayo de citocinas no se muestra un perfil de inflamaci—n sistŽmica por lo que es 

viable pensar que no se compromete la funcionalidad del organismo, por lo tanto, la vida 

del modelo. 
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IX. ! CONCLUSIONES 

 

Se desarroll— un mŽtodo para la obtenci—n de monocitos viables, adem‡s de su 

remanencia en un estado inactivado que favorece a su uso para terapias o sistemas de 

env’o. 

 

Se desarrollaron nanocomplejos a partir de nanopart’culas magnŽticas fluorescentes, 

quitosan y pDNA para reportar la llegada del sistema en cuesti—n, que 

posteriormente, pueden ser modificados para contener genes terapŽuticos. 

 

Se estableci—) una combinaci—n adecuada de monocitos y nanocomplejos para 

elaborar microbots sin afectar la cŽlula ni modificar su carga superficial.  

 

Se estableci—) una combinaci—n adecuada de macr—fagos y nanocomplejos para 

elaborar microbots sin afectar la cŽlula ni modificar su carga superficial.  

 

El microbot construido a partir de macr—fagos puede ser œtiles para tumores s—lidos 

hep‡ticos, debido a su alta bioacumulaci—n en Žl. 

 

El microbot construido con monocitos demostr—) que es capaz de dirigirse y 

localizarse efectivamente en un tumor s—lido.  

 

El microbot construido con monocitos fue capaz de dirigir selectivamente la 

expresi—n de un gen ex—geno en un tumor s—lido.  

 

El microbot est‡ dise–ado con componentes biocompatibles y no t—xicos que le 

confieren un amplio potencial para su aplicaci—n en humanos.  

 

El microbot prototipo dise–ado en el presente estudio puede representar una nueva 

alternativa para el env’o dirigido de genes a tumores. 
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X.! PERSPECTIVAS 

 

Los monocitos resultaron ser efectivos como agente acarreador de nanopart’culas 

magnŽticas para el env’o dirigido a tumor, pero, es importante tomar en cuenta que 

existen puntos que requieren ser investigados m‡s a fondo. 

 

El microambiente tumoral es un sitio de gran importancia en cuanto a terapias refiere 

y el uso de este promotor que responde a hipoxia sugerir’a que se podr’a evaluar una 

terapia gŽnica dirigida contra cŽlulas en la regi—n de hipoxia, utilizando secuencias que 

codifiquen para prote’nas pro-apopt—ticas, aumentando la especificidad de la terapia.  

 

La llegada de monocitos al microambiente tumoral podr’a significar un cambio 

importante en cuanto al estado de inflamaci—n tumoral, ya que, el estado de M0 

monc’tico favorece a la sensibilidad de respuesta a est’mulos pro inflamatorios. 

Suponiendo que los monocitos se polarizan a macr—fagos M1 por la influencia de las 

citocinas pro-inflamatorias, esta terapia favorecer’a el estado inmunol—gico antitumoral, 

generando una especie de inmunoterapia. La presencia de MCP-1 en altas cantidades en 

la medici—n de citocinas perifŽricas post-tratamiento sugiere que la cantidad de cŽlulas 

M0 que est‡ siendo reclutada a tumor es alta, y por lo tanto la polarizaci—n a M1 tendr’a 

un efecto muy positivo para el objeto de estudio. Aunado a lo anterior, caracterizar el 

efecto real de la terapia en el microambiente tumoral, es un punto muy importante a 

evaluar. 

 

Ser’a muy interesante evaluar el efecto conjunto de dos sistemas de microbots que el 

laboratorio posee hoy en d’a, el uso de microbots basados en bifidobacterias como 

agente de llegada espec’fica, y el uso de microbots basados en monocitos que, aparte de 

ser un agente de llegada espec’fica, es una cŽlula del sistema inmunol—gico que podr’a 

generar una reacci—n inflamatoria en presencia de las bifidobacterias para potenciar la 

polarizaci—n de macr—fagos a su estado fagoc’tico M1. 
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