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RESUMEN 

WT1 es un gen sobreexpresado y reconocido como promotor de tumores. Estudios 

muestran que el silenciamiento de WT1 mediante ARNi induce una disminución de la 

proliferación tumoral, sin embargo, reportan la prevalencia de metástasis a un ritmo más 

lento. Por ende, una coadministración con quimioterapia ejerce un efecto sinérgico, sin 

embargo, la quimioterapia se asocia con daño renal y hepático. En este contexto, la 

curcumina se convierte en una molécula clave, puesto que posee la capacidad de reducir 

la toxicidad inducida por los quimioterapéuticos, además de quimiosensibilizar a las 

células cancerosas y disminuir la expresión de WT1.   

El presente estudio fue diseñado para evaluar el efecto anticancerígeno de nanopartículas 

de curcumina y ARNi contra WT1 recubiertas de quitosano administradas en células A549 

en combinación con gemcitabina. Se determinaron las características de estas, así como 

el efecto anticancerígeno a través de un ensayo con MTT; PCR para evaluar la 

disminución de WT1; citometría de flujo, fragmentación celular y microscopia de 

fluorescencia para el análisis de muerte celular y un ensayo de herida por rasguño para 

medir el porcentaje de migración. El cotratamiento mostró un efecto sinérgico y brindó 

un efecto citotóxico a una relación 1:1 de NPQ/ARNi-WT1/cur y gemcitabina. Además, 

el tratamiento nanoencapsulado como monoterapia y como cotratamiento ejerció una 

disminución de la expresión de WT1 e inhibió la migración celular de la línea A549. 

Asimismo, las NPQ/ARNi-WT1/cur indujeron fragmentación del ADN y mostraron un 

posible mecanismo combinado de muerte celular.  

Por tanto, las NPQ/ARNi-WT1/cur administradas simultáneamente con gemcitabina 

tienen un efecto antitumoral y sinérgico contra las células A549 de cáncer pulmonar. 
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ABSTRACT  

WT1 is an overexpressed gene recognized as a tumor promoter. Studies show that 

WT1 silencing via RNAi induces a decrease in tumor proliferation; however, the 

persistence of metastasis at a slower rate has been reported. Therefore, co-administration 

with chemotherapy exerts a synergistic effect, although, the chemotherapy is typically 

associated with kidney and liver damage. In this context, curcumin emerges as a key 

molecule, as it possesses the ability to reduce chemotherapy-induced toxicity, further to 

chemosensitizing cancer cells and decreasing WT1 expression.   

The present study was designed to evaluate the antitumoral effect of chitosan-coated 

curcumin and WT1-silencing RNAi nanoparticles administered to A549 cells in 

combination with gemcitabine. The nanoparticles were characterized, and their 

antitumoral effect was determined via MTT assay, PCR was used to evaluate the 

downregulation WT1, flow cytometry, DNA fragmentation and fluorescence microscopy 

were employed for cell death analysis; and scratch wound assay was performed to measure 

the migration rate. The co-treatment exhibited a synergistic effect and exerted cytotoxicity 

at a 1:1 ratio of NPQ/ARNi-WT1/cur and gemcitabine Furthermore, the nanoencapsulated 

treatment, both as monotherapy and co-treatment decreased WT1 expression and inhibited 

the cell migration of the A549 cells. Likewise, the NPQ/ARNi-WT1/cur induced DNA 

fragmentation and suggested a possible combined cell death mechanism.  

Consequently, NPQ/ARNi-WT1/cur administered simultaneously with gemcitabine have 

a synergistic antitumor effect against A549 lung cancer cells. 
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1 INTRODUCCIÓN 

El cáncer de pulmón es la segunda neoplasia más frecuente a nivel mundial, la cual 

representa el 12.4% de cánceres en el año 2022 (Global Cancer Observatory, 2024). Se 

clasifica en función de los subtipos celulares, dividiéndose en cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (CPCNP), el cual representa el 85%, siendo el más común con un crecimiento 

lento; y el cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP), abarcando un 15%, pero a 

menudo con un crecimiento acelerado (Panunzio y Sartori., 2020; World Health                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Organization, 2023). 

La inhalación prolongada a un carcinógeno o factores ambientales y genéticos 

aumenta el riesgo de padecer la enfermedad. Esto conduce a aberraciones en las vías de 

señalización implicadas en el cáncer de pulmón, en donde ocurre una supresión de genes 

proapoptóticos y una activación de genes prosupervivencia. Entre estos últimos se 

encuentra el gen del tumor de Wilms (WT1), un factor promotor de tumores que se 

encuentra sobreexpresado en neoplasias pulmonares (Choudhary et al., 2023; Siddiqui et 

al., 2023; Li et al., 2023). WT1 es considerado un blanco terapéutico contra el cáncer de 

pulmón, donde la terapia génica tiene un papel considerable en el tratamiento de este tipo 

de tumor. El uso de terapias alternativas como la quimioterapia puede potenciar el efecto 

antitumoral al combinarse con un ARN interferente pequeño contra WT1. Sin embargo, 

la administración de agentes quimioterapéuticos puede causar daños renales o hepático 

(De Francisco et al., 2019). Por ello, se ha optado por experimentar con compuestos 

activos de origen vegetal, siendo uno de ellos la curcumina. Los efectos de la curcumina 

son altamente dependientes de la dosis, el contexto celular, el estado metabólico de la 

célula e incluso el sexo de la persona, lo que sugiere la posibilidad de respuestas no 

lineales que deben considerarse en estrategias combinatorias. (Maher et al., 2021; Mishra 

et al., 2023; Schiborr et al., 2014). La desventaja de la curcumina es su insolubilidad y 

pobre absorción en células. Por ello, se han implementado vehículos a base de 

nanomateriales para transportar la curcumina y mejorar la biodisponibilidad y la eficacia 

terapéutica.  
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Dado esto, en este trabajo se evalúa la nanoencapsulación de ARNi-WT1 con 

curcumina y la combinación con gemcitabina para determinar el efecto citotóxico con la 

correlación con la expresión de WT1, así como analizar la muerte celular y la migración 

de la línea celular A549. 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Cáncer 

El cáncer es denominado como el conjunto de enfermedades originadas debido a un 

crecimiento descontrolado de células anormales con la capacidad de invadir órganos y 

afectar su funcionamiento, siendo esta la mayor causa de muerte por cáncer (Organización 

Mundial de la Salud, 2019).  

En el continente americano, se registró una incidencia de 3.7 millones de casos y 1.3 

millones de decesos en el año 2020, representando el 21% y 14.3% de la población 

mundial, respectivamente (Global Cancer Observatory, 2020).   

Se estima que para el año 2040, el diagnóstico de cáncer aumente en un 57% si continúa 

con la misma tendencia y no se cuenta con las medidas de prevención y control 

(Organización Panamericana de la Salud, 2023).  

2.2 Cáncer de pulmón 

Este tipo de neoplasia es la primera más frecuente a nivel mundial, representando un 

12.4% en el año 2022 (Global Cancer Observatory, 2024). Durante el año 2020, en 

México, el cáncer de pulmón tuvo una incidencia y mortalidad del 0.4% para ambos casos.  

Este se puede clasificar en función de los subtipos celulares, dividiéndose en cáncer 

de pulmón de células no pequeñas (CPCNP), el cual es el más común con un crecimiento 

lento; y el cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP), siendo menos frecuente, pero a 

menudo con un crecimiento acelerado (Panunzio y Sartori., 2020; World Health 

Organization, 2023). 

La fisiopatología de este tipo de cáncer es compleja. La inhalación prolongada a un 

carcinógeno o factores ambientales y genéticos aumenta el riesgo de padecer la 

enfermedad. Esto conduce a aberraciones en las vías de señalización implicadas en el 

cáncer de pulmón, en donde las más comunes son los receptores de tirosina quinasas, 

quienes dan lugar a la supresión de genes proapoptóticos y la activación de oncogenes 

prosupervivencia, siendo uno de ellos el gen tumoral 1 de Wilms, el cual se encuentra 

implicado en la interacción con la vía de señalización PI3K/AKT o en la modulación 

transcripcional de dianas involucradas en la  apoptosis, quimiorresistencia, proliferación 
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e invasión, lo que conlleva a la progresión del ciclo celular y la supervivencia de las células 

anormales (Choudhary et al., 2023; Siddiqui et al., 2023; Li et al., 2023).  

2.3 WT1 

El gen WT1 es un factor de transcripción involucrado en el desarrollo embrionario, y 

del aparato genitourinario, en la proliferación celular y en la apoptosis. Se encuentra 

localizado en el cromosoma 11p13, con una longitud de ARNm de 3.5 Kb, el cual está 

conformado por 10 exones. Este puede generar distintas isoformas de diferentes pesos 

moleculares debido a que presenta tres inicios variables de la traducción, siendo de 36-38 

kDa, 52-54 kDa y 62-64 kDa (Hernández et al., 2004).   

El procesamiento del ARNm genera cuatro isoformas proteicas mediante dos eventos 

de empalme alternativo. El primero ocurre en el exón 5 con la inserción de 17 

aminoácidos, mientras que en el segundo se adiciona el triplete KTS (lisina, treonina y 

serina) que se encuentran en el carboxilo terminal entre los exones 9 y 10, los cuales 

codifican un dominio de dedos de zinc junto con los exones 7 y 8 (Rampal y Figueroa, 

2016). Dada la presencia de estos últimos aminoácidos, existe una mayor afinidad de 

unión de la proteína hacia el ARN, reduciendo así su capacidad de unión al ADN. Por el 

contrario, las isoformas que carecen de esta inserción presentan una unión preferente a 

regiones con alta densidad de guanina y citosina en el ADN (Muñoz et al., 2003; Steege 

et al, 2008) (Fig. 1).  
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Figura 1. Isoformas de la estructura de WT1 generadas por la presencia o ausencia de 17 

aminoácidos en el empalme alternativo en el exón 5 y/o la inserción o deleción de KTS en los 

dedos de zinc entre el exón 9 y 10.  

Diversas investigaciones han identificado a WT1 en distintas neoplasias, incluido 

el cáncer de pulmón, por tanto, ha sido catalogado como un factor promotor de tumores. 

Se ha observado que, en pacientes con CPCNP, este oncogén se encuentra sobreexpresado 

y está estrechamente vinculado con la progresión y capacidad metastásica del cáncer (Li 

et al., 2023; Xu et al., 2013). Asimismo, la expresión de WT1 se ha utilizado como un 

indicador del estadio clínico y del pronóstico de vida, puesto que esta se ha visto asociada 

con el promotor de CDH1, promoviendo así la invasión de las células cancerosas (Wu et 

al., 2013). 

En cambio, se ha reportado que al inhibir WT1 implica una caída de la proliferación 

celular y activación de los mecanismos de muerte celular programada. Además, en 

modelos de cáncer de pulmón, el silenciamiento génico a través de un ARN de 

interferencia (ARNi) induce un bloqueo del ciclo celular en la fase G1 y estimula la 

expresión de genes proapoptóticos (Wang et al., 2013). Este fenómeno se manifiesta a 

través de marcadores moleculares clave, como la escisión de la caspasa-3 y la activación 

de la poli-ADP-ribosa polimerasa, así como la fragmentación del ADN y la aparición de 

cuerpos apoptóticos observado en modelos in vitro con metástasis pulmonar B16F10 

(Zamora et al., 2007).  
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Dado esto, WT1 es considerado como un blanco terapéutico donde se ha considerado 

a la terapia génica como un recurso contra el cáncer de pulmón.  

2.4 ARNi-WT1 

El potencial del ARNi fue descubierto por Fire et al., (1998) cuando evaluaron la 

expresión de proteínas en Caenorhabditis elegans y observaron el silenciamiento de los 

genes diana. Actualmente, el uso del ARNi está en su auge debido a su capacidad de 

administrarse como terapia anticancerígena personalizada. En estudios previos, se puso 

en evidencia el efecto obtenido del uso de un ARNi-WT1 con polietileneimina (PEI) 

administrado por vía aerosol en un modelo in vivo de cáncer metastásico pulmonar 

B16F10, en donde se observó la reducción del número y tamaños de los focos tumorales, 

del mismo modo que el número y el tamaño de los vasos sanguíneos tumorales (Zamora 

et al., 2009). 

Por otro lado, la aplicación de ARNi en un sistema liposomal DOPC demostró una 

pérdida de viabilidad, progresión, migración e invasión en el mismo modelo tumoral. Sin 

embargo, los ratones continuaron con la metástasis a un ritmo más lento, por lo que se 

sugiere el uso de terapias alternativas para mejorar el efecto (Ramos et al., 2023). 

Dicho esto, el empleo de quimioterapia con un ARNi-WT1 induce un efecto sinérgico 

al disminuir la expresión de WT1 y potenciar el mecanismo de acción de los fármacos 

como tratamiento en el cáncer metastásico pulmonar en un modelo in vitro e in vivo 

(Zapata et al., 2019).  

2.5 Tratamientos actuales contra el cáncer de pulmón 

Los tratamientos actuales se dividen según la fase en la que se encuentra desarrollado 

el cáncer. El tratamiento primario para los pacientes en etapa 1 y 2 es la cirugía o la 

radioterapia, pero no la combinación de estas. Para los pacientes en etapa 3 se recomienda 

radioterapia, quimioterapia y quimioradioterapia; mientras que para la etapa 4 las opciones 

incluyen radioterapia externa paliativa, quimioterapia dirigida e inmunoterapia. Con 

frecuencia, se recomienda la combinación de estos tratamientos con quimioterapia o la 
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posterior administración de esta para prevenir una recurrencia del tumor (Lemjabbar-

Alaoui et al., 2015). 

Entre las quimioterapias disponibles se encuentran las de primera línea y la 

combinación de esta con terapia dirigida. La primera consiste en una coadministración de 

drogas citotóxicas a base de platino (cisplatino o carboplatino) combinada con taxanos 

(paclitaxel, docetaxel o vinorelbina), antimetabolitos (gemcitabina o pemetrexed), o 

alcaloides de vinca (vinblastina). Para el segundo caso se basa en la adición del anticuerpo 

bevacizumab de unión a VEGF con la quimioterapia de primera línea (Lemjabbar-Alaoui 

et al., 2015). 

No obstante, los efectos adversos de la quimioterapia abarcan fatiga, úlceras bucales, 

alopecia y debilitan el sistema inmunitario, por lo que el paciente es más susceptible a 

infecciones (National Health Service, 2022). Además, los agentes quimioterapéuticos se 

metabolizan y excretan por el hígado y riñón, donde algunos de los administrados para la 

terapia pulmonar pueden causar daños renales o hepático (De Francisco et al., 2019; 

Amjad et al., 2023).  

Dado esto, se ha optado por experimentar con compuestos activos de origen vegetal, 

puesto que se ha observado efectos antiproliferativos, tal como el caso de la curcumina, 

asimismo que esta tiene el potencial de inducir un efecto nefroprotector y hepatoprotector 

(Maher et al., 2021; Mishra et al., 2023; Ramírez y Velasque, 2019). 

2.6 Curcumina 

La curcumina es el componente bioactivo extraído del rizoma de C. longa, una especie 

proveniente de la familia Zingiberaceae. En un contexto químico, es conocido como 1,7-

bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona con masa molecular de 368.39 

g/mol y su fórmula molecular es C21H20O6 (Karthikeyan et al., 2020; Sharifi-Rad et al., 

2020). Debido a su amplio perfil farmacológico, es ampliamente utilizada por sus 

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y su rol protector en el sistema nervioso, 

hepático, cardiovascular y antitumoral (Sarifi-Rad et al., 2020).   
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2.6.1 Curcumina en carcinogénesis 

Diversas investigaciones han esclarecido el potencial antitumoral de la curcumina, en 

donde se le atribuye una acción dual. En primer lugar, inhibe la transcripción génica, el 

avance del ciclo celular, la metástasis y la angiogénesis. En segundo lugar, esto permite 

la promoción de la apoptosis, la inducción de cambios epigenéticos y activación de genes 

supresores de tumores (Zoi et al., 2021). 

Este principio activo destaca por su capacidad para interactuar con las especies 

reactivas de oxígeno, bloqueando la progresión tumoral y posterior metástasis. Asimismo, 

interviene en la regulación de la vía de señalización de supervivencia de PI3K/AKT y 

AKT/mTOR, logrando inhibir su vía de transducción en modelos de cáncer de próstata 

PC-3 (Kasi et al., 2016; Yu et al., 2008; Zoi et al., 2021). 

Uno de los principales ejes terapéuticos de la curcumina consiste en la inhibición de 

la angiogénesis. Este compuesto bloquea factores proangiogénicos como el factor de 

crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) y el factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF). En el caso de este último, la expresión disminuida se debe a la 

regulación negativa de NF-κB y el factor de crecimiento AP-1, atenuando la expresión de 

IL-8 (Sharifi-Rad et al., 2020). 

Adicionalmente, se ha comprobado su eficacia en la disminución de la viabilidad 

celular en leucemia linfoblástica aguda pre-B. A través del aumento de caspasa-3 y la 

inhibición de Bcl-2, la curcumina promueve la apoptosis y la escisión de PARP-1, una 

proteína especializada en la reparación del ADN y suele estar altamente expresada en 

tejidos malignos (Mishra et al., 2016). 

Se ha demostrado que la curcumina ejerce un efecto supresor sobre WT1 en pacientes 

con leucemia, logrando esta inhibición en el 50% de los casos de este estudio 

(Anuchapreeda et al., 2006). 

Por otro lado, este compuesto actúa como un agente quimiosensibilizador en el cáncer, 

puesto que tiene la capacidad de potenciar eventos como la apoptosis y la autofagia, así 

como la reducción de la proliferación y detención del ciclo celular (Ashrafizadeh et al., 

2020). Particularmente en el CPCNP, la combinación de curcumina y cisplatino en las 
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células A549 radiosensibilizadas demostró un decremento de la viabilidad, así como un 

bloqueo de la capacidad migratoria e invasiva (Cai et al., 2019). Aunado a esto, el 

tratamiento con este fitoquímico no induce resistencia o efectos adversos (Smagurauskaite 

et al., 2020). 

No obstante, dada su insolubilidad y pobre absorción celular, se ha estudiado el uso 

de vehículos de transporte nanométricos para optimizar su biodisponibilidad y eficacia 

terapéutica en menores dosis. 

2.7 Nanotecnología 

El uso de nanomateriales como sistemas de liberación controlada ha revolucionado en 

la terapia oncológica. Dentro de esta categoría destacan diversas arquitecturas y materiales 

como los liposomas, los nanotubos de carbono, micelas, nanopartículas metálicas, 

magnéticas y poliméricas (García y Loera, 2021). Sin embargo, estas últimas han 

sobresalido por sus resultados favorecedores en la biocompatibilidad y eficacia en la 

administración de fármacos.   

En particular, las nanopartículas poliméricas de quitosano se han sido de gran interés por 

sus propiedades fisicoquímicas, convirtiéndose en un transporte ideal para compuestos 

terapéuticos. 

2.7.1 Nanopartículas de quitosano  

El quitosano es un biopolímero derivado de la desacetilación parcial de la quitina, un 

compuesto presente en exoesqueletos de crustáceos e insectos, así como en la pared celular 

de algunas especies de hongos y algas. Estructuralmente se encuentra compuesto por 

unidades de N-acetilglucosamina ligadas con enlaces (β-1,4) y se obtiene al eliminar al 

menos el 50% de los grupos acetilo de la quitina (Aranaz et al., 2021; Lárez, 2006; Sharifi-

Rad et al., 2021). 

El comportamiento químico del quitosano es particular, puesto que es insoluble en 

agua a pH neutro debido al porcentaje de acetilaciones y peso molecular alto, lo cual lo 

convierte en un compuesto soluble en medios ácidos (como el acético, cítrico o fórmico) 

en virtud de la protonación de los grupos amina libres, puesto que estos se desprotonan a 

un pH mayor a 6 (Aranaz et al., 2021; Hembram et al., 2016; Sharifi-Rad et al., 2021). 
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Por otro lado, una de sus principales características es su biodegradabilidad por la 

acción de diversas enzimas como quitinasas, lisozimas, celulasas, hemicelulasas, 

proteasas y quitosanasas. Además, su alta biocompatibilidad lo hace idóneo para sistemas 

de liberación de fármacos (Raafat y Sahl, 2009).  

A su vez, destaca por su capacidad antimicrobiana al inhibir el crecimiento de bacterias, 

hongos filamentosos y levaduras (Aranaz et al., 2021; Raafat y Sahl, 2009).  

Sumado a esto, posee actividad antioxidante dada por los grupos hidroxilo y amino que 

interaccionan con los electrones y átomos de H de los radicales libres (Aranaz et al., 2021). 

El potencial del quitosano para formar nanopartículas lo ha convertido en un diseño 

eficiente para el desarrollo de sistemas de liberación de fármacos oncológicos.  

Dada su carga superficial positiva, estas nanopartículas interactúan eficazmente con las 

membranas mucosas y la microvasculatura tumoral, facilitando así la entrega del agente 

terapéutico. (Mohammed et al., 2017; Sharifi-Rad et al., 2021). 

Uno de los protocolos de síntesis más comunes es la gelificación iónica, donde se 

adiciona un agente reticulante, siendo adquirido principalmente el tripolifosfato de sodio 

(TPP). El mecanismo se basa en la atracción electrostática entre el quitosano catiónico y 

el polianión TPP, en donde ocurre una protonación de los grupos amina del polímero 

cuando se encuentra en un medio acuoso ácido a un pH <6 que, bajo agitación constante 

a temperatura ambiente, forma una red entrecruzada cuando está en contacto con el TPP 

(Hembram et al., 2016; Mohammed et al., 2017). 

No obstante, la administración intravenosa de nanoencapsulados exige diámetros de 

partícula comprendidos entre 100 nm y 2 µm. En este sentido, las nanopartículas de 

quitosano resultan idóneas, puesto que se han reportado tamaños que oscilan entre los 41 

y 600 nm (Khanmohammadi et al., 2015; Caro et al., 2019). 

Asimismo, se ha evidenciado que la encapsulación de curcumina en estos sistemas 

supera la biodisponibilidad del fitoquímico libre, además de optimizar su capacidad 

protectora (Ebrahimi et al., 2023). 

En atención a la agresividad del cáncer pulmonar, se propone la coadministración de 

ARNi-WT1 y curcumina nanoencapsulados con quitosano y administrados en simultáneo 
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con la quimioterapia convencional. Este enfoque integral busca mitigar la 

quimiorresistencia y la proliferación tumoral mediante la inhibición de WT1, además de 

ofrecer un efecto protector contra la toxicidad renal ocasionada por los 

quimioterapéuticos.  
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3 HIPÓTESIS 
 

La combinación de curcumina y ARNi-WT1 en una formulación de nanopartículas de 

quitosano induce un efecto sinérgico antitumoral al administrarse simultáneamente con 

gemcitabina en un modelo in vitro de cáncer de pulmón. 
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4 OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el efecto antitumoral de la combinación de curcumina y ARNi-WT1 en una 

formulación de nanopartículas de quitosano al administrarse con gemcitabina en un 

modelo in vitro de cáncer de pulmón. 

 

5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Caracterizar las propiedades físicas de la formulación de nanopartículas de 

quitosano. 

2. Determinar el efecto citotóxico de las NPQ/ARNi-WT1/curcumina en la línea 

celular A549. 

3. Medir la expresión de WT1 en las células de cáncer de pulmón tratadas con y sin 

la formulación de nanopartículas. 

4. Analizar la muerte celular inducida por la combinación de nanopartículas 

NPQ/ARNi-WT1/curcumina con gemcitabina en la línea celular de cáncer de 

pulmón. 

5. Evaluar el efecto antineoplásico de los nanocomplejos en combinación con 

gemcitabina en la migración de las células cancerosas de pulmón. 
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6 JUSTIFICACIÓN 

El cáncer de pulmón es la segunda neoplasia más frecuente a nivel mundial y la 

primera causa de muerte en América Latina por cáncer. Es sabido que aberraciones en las 

vías de señalización en el cáncer de pulmón conducen a una activación de oncogenes 

prosupervivencia, en la que destaca WT1, un gen sobreexpresado promotor de tumores. 

El silenciamiento de WT1 mediante ARNi induce una disminución de la proliferación 

tumoral; sin embargo, estudios muestran la prevalencia de metástasis. Por lo tanto, una 

coadministración con quimioterapia ejerce un efecto sinérgico, en donde la molécula clave 

para llegar a un resultado favorable es la curcumina, puesto que tiene la capacidad de 

reducir el daño conferido con los quimioterapéuticos, además de quimiosensibilizar a las 

células y participar en la reducción de la expresión de WT1. De esta manera se pretende 

mejorar la calidad de vida de los pacientes al disminuir la dosis quimioterapéutica. Es por 

eso que en este proyecto se evaluó el efecto citotóxico, apoptótico y la migración celular 

de la administración de la combinación de gemcitabina con NPQ/ARNi-WT1/curcumina 

nanoencapsulados con quitosano.  
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7 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1 Cultivo celular  

Las líneas celulares A549 y Calu-3 se obtuvieron del banco de células de la Escuela 

de Medicina y Ciencias de la Salud del Tecnológico de Monterrey y del Laboratorio de 

Inmunología y Virología, respectivamente. Se cultivaron con medio Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibiótico al 1%, 

incubadas a 37°C con humedad relativa del 50% y una atmósfera de CO2 al 5%. 

 

7.2 Preparación del tratamiento con curcumina 

La curcumina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) se disolvió en metanol para 

preparar un stock con una concentración de 1 mg/mL. Se mantuvo en refrigeración en un 

área oscura hasta su uso. 

 

7.3 Concentraciones de gemcitabina 

Para las concentraciones de gemcitabina (Glenmark) se partió de una concentración 

de 256 µg/mL para realizar una curva dosis/respuesta (que va desde 1 a 256 µg/mL). 

 

7.4 Transformación de bacterias calciocompetentes 

Se utilizó la cepa bacteriana de Escherichia coli DH5α vírgenes. Se activaron 50 µL 

de bacterias en 5 mL de caldo Luria Bertani (DIBICO, Cuautitlan Izcalli, Ciudad de 

México, México) y se incubaron a 37°C a 200 rpm toda la noche. Cumplido el tiempo, se 

tomaron 50 µL de la suspensión y se volvieron a sembrar las bacterias en un nuevo tubo 

con 5 mL de caldo LB hasta que las bacterias llegaran a la fase estacionaria. Posterior a 

esto, se tomó 1.5 mL del caldo bacteriano y se centrifugó en frío a 2,000 rpm por 10 min. 

Luego se retiró el sobrenadante y se agregó 400 µL de CaCl2 [50 mM] por 1 min en hielo. 

Después, se desechó el sobrenadante y se agregó 20 µL de CaCl2 y 100 ng del plásmido 

(se realizó una transformación con el plásmido obtenido de la construcción de la Dra. 

Diana Zamora, 2007) y se incubó en frío durante 1 hora para después realizar rápidamente 



 

16 

 

un choque térmico a 42°C por 1 min y de inmediato pasar nuevamente el tubo a 4°C. Por 

último, se adicionó 200 µL de caldo LB y se incubó a 37°C por 1 h. 

 

7.5 Extracción de plásmido 

Se realizó una extracción de plásmido a pequeña escala con el kit GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Scientific, Lituania) para la extracción del plásmido de ARNi-WT1 

para observar las tres conformaciones de este y su digestión con enzimas de restricción. 

Posteriormente, el plásmido de ARNi-WT1 se extrajo con el kit PureLink HiPure Plasmid 

Filter Maxiprep Kit (Invitrogen, Vilnius, Lituania) siguiendo las instrucciones del 

proveedor para ambos kits. 

 

7.6 Digestión con enzimas de restricción 

En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL se preparó una mezcla con un volumen final 

de 10 µL donde se agregó H2O, buffer 1X, 1 µg de ADN y 1U de enzima HindIII siguiendo 

este mismo orden y se dejó en incubación a 37°C durante 1 h. Posteriormente, el producto 

digerido y sin digerir se cargó en un gel de agarosa a 0.8% a 80 mV durante 40 min para 

visualizar la linealización del plásmido. 

 

7.7 Nanopartículas de quitosano con ARNi-WT1/curcumina 

Las nanopartículas con ARNi-WT1/curcumina (NPQ/ARNi-WT1/cur), se prepararon 

siguiendo la metodología de Alvarez (2025), donde se hidrató quitosano durante un día 

con ácido acético al 0.1 M a una concentración final de 1 mg/mL. Posteriormente, se ajustó 

el pH del quitosano a 5 para luego centrifugar a 2,500 rpm por 5 min para remover los 

residuos. Luego, se agregaron 20 mL de quitosano a un vaso de precipitados y se añadió 

curcumina [1 mg/mL]. La mezcla se mantuvo a 900 rpm mientras se adicionó como agente 

reticulante el tripolifosfato de sodio (TPP) [2mg/ml] mezclado con la solución de ARNi-

WT1 [10 µg/mL] a una relación de 1 gota cada 5 s., hasta completar un volumen de 4 mL. 

La suspensión obtenida se centrifugó a 3,000 rpm durante 15 min para obtener el 

sobrenadante con las nanopartículas.   
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Se realizaron evaluaciones de tamaño, carga e índice de polidispersión en el equipo 

Malvern Zetasizer Nano-ZS90 con un láser ‘rojo’ 4 mW 632.8 nm con un ángulo de 

detección de dispersión de 90°. El dispersante seleccionado fue el agua, cuyos valores de 

índice de refracción y viscosidad son de 1.330 y 0.8872, respectivamente. Con relación al 

quitosano, su índice de refracción es de 1.33 y la absorción de 0.001. Los resultados fueron 

arrojados por el Zetasizer Software, en donde se realizaron 3 mediciones de 11 corridas 

cada una. 

Para medir el tamaño de partícula, se determinó mediante dispersión dinámica de luz. 

Se agregó la muestra diluida con agua bidestilada a una relación de 1:10, completando un 

volumen final de 1 mL para posteriormente colocarla en una celda de poliestireno.   

La carga superficial se evaluó a partir de un volumen de 1 mL de la muestra contenida en 

una celda capilar plegada DTS1070. 

 

7.8 Ensayo de viabilidad celular 

Se cultivaron 6,000 células en una placa de 96 pocillos durante 24 h. Los 

experimentos se realizaron por triplicado. Se formaron 8 grupos de tratamiento los cuales 

se representan en la Tabla 1 y 2.  

Se aplicó como blanco nanopartículas de quitosano (NPQ), además de un control sin 

tratamiento. 

Tabla 1. Principios activos empleados en células A549 a las 24, 48 y/o 72 h para determinar la 

concentración media inhibitoria. 

Tratamientos Dosis 

Control 0 

ARNi-WT1 0, 500, 800, 1000, 1200 ng ADN 

Gemcitabina 0, 1, 2, 4, 8, 16, 128 y 256 µg/mL 

NPQ/ARNi-WT1/cur 0, 200 ng ADN + 5 µM cur, 400 ng ADN 

+ 10 µM cur, 800 ng ADN + 20 µM cur 

NPQ Misma cantidad equivalente al grupo de 

nanopartículas con curcumina y plásmido. 
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Tabla 2. Combinación de tratamientos sin y con gemcitabina aplicados en las líneas celulares de 

cáncer pulmonar a las 24, 48 y 72 h y a las 24 h, respectivamente. 

Concentración de NPQ/ARNi-WT1/cur 

Plásmido ng Curcumina µM 

0 0 

200 5 

400 10 

800 20 

Concentración de NPQ/ARNi-WT1/cur + gemcitabina 

Plásmido ng Curcumina µM Gemcitabina µg/mL 

0 0 30 

300 7.5 22.5 

600 15 15 

900 22.5 7.5 

1200 30 0 

 

La prueba de viabilidad se realizó con el método de bromuro de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Después 

de haber completado 20 h. de incubación, se aplicaron 20 μL de MTT [5 mg/mL] y se 

incubaron por 4 h a 37°C. Luego, se agregó 100 μL de DMSO durante 2-4 min y se agitó 

cuidadosamente. Las muestras se leyeron en un lector de placas a una longitud de onda de 

570 nm. Los datos obtenidos se analizaron con la siguiente fórmula:  

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 = (
𝐷. 𝑂. 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐷. 𝑂. sin 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑟
) 100 

Donde D.O. representa la densidad óptica. 

 

7.9 Ensayo de hemólisis 

Se tomó sangre venosa de un paciente sano en un tubo con EDTA para 

posteriormente diluir 2 mL de sangre en 4 mL de solución salina estéril al 0.9% en un tubo 

cónico. Se centrifugó a 1,500 xg por 10 min y posteriormente se realizaron 3 lavados más 



 

19 

 

bajo las mismas condiciones. Luego, se tomaron los eritrocitos y se diluyeron en 2 mL de 

solución salina. Para cada muestra se tomaron 40 µL de la solución y se agregó 960 µL 

de solución salina en un tubo nuevo de microcentrífuga. Se les aplicó la dosis 

correspondiente y se incubaron en agitación por 2 h a 37°C a 100 rpm. Para el control 

negativo y positivo se tomaron 30 µL de la suspensión de eritrocitos y se diluyeron con 

970 µL de solución salina (control negativo) o agua destilada (control positivo) y se 

continuó con el mismo proceso de incubación.  

Por último, se centrifugaron las muestras 10,000 xg por 5 min y se transfirió 100 µL del 

sobrenadante a una placa de 96 pocillos.   

Se leyó la absorbancia a 540 nm y los datos obtenidos se procesaron con la siguiente 

fórmula:   

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 = (
𝐴𝑏𝑠 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
) 100 

 

7.10 Extracción de ARN 

Para cada línea celular, se cultivaron 350,000 células en placas de 6 pozos durante 24 

h con NPQ/ARNi-WT1/cur, gemcitabina, en combinación y los controles. A cada muestra 

se le agregaron 500 µL de TRIzol (Molecular Research Center, Inc., Montgomery Rd 

Cincinnati, OH, EUA) para una lisis celular y se homogenizó durante 5 min a temperatura 

ambiente. Luego se adicionó 200 µL de cloroformo (ICN Biomedicals Inc., South 

Chillicothe Road Aurora, OH, EUA), se agitó vigorosamente, se dejó reposar durante 10 

min a temperatura ambiente y se centrifugó a 12,000 xg por 15 min.  Posteriormente, la 

fase acuosa donde contiene el ARN, se transfirió a un tubo de microcentrífuga para luego 

mezclar con 500 µL de isopropanol (ICN Biomedicals Inc, South Chillicothe Road 

Aurora, OH, EUA) y dejar incubar a temperatura ambiente durante 10 min para después 

centrifugar a 12,000 xg por 8 min. El pellet obtenido se lavó con etanol al 75% (Alcoholera 

de Zapopan, Zapopan, Jalisco, México) y se centrifugó a 7,500 xg por 5 min. Finalmente, 

el pellet de ARN se dejó secar por 5 min, se re-suspendió con 50 µL de agua inyectable 

(Laboratorios Pisa, Guadalajara, Jalisco, México) y se incubó a 55°C por 10 min.  
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La concentración de ARN se midió en un nanómetro (NanoDrop 

Spectrophotometer ND-1000) con una longitud de onda de 260 nm. Se consideró una 

muestra pura si su índice de pureza A260/A280 es de ~2.0. 

7.10.1 Generación de ADNc 

Se utilizó el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific, 

Vilnius, Lithuania). Para cada muestra se tomó 600 ng de ARN y a cada una se le agregó 

una solución de un volumen final de 20 µL, la cual contenía 4 µL de 5X Reaction Buffer, 

2 µL de 10 mM dNTP Mix, 1 µL de Random Hexamer Primer, 1 µL de RevertAid RT 

(200 U/ µL), 1 µL de Oligo dT18 primer, 1 µL de RiboLock RNAsa Inhibitor, H2O y la 

muestra correspondiente. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (Applied 

Biosystems 2720 Thermal Cycler) bajo las condiciones siguientes: 60 min a 42°C y 5 min 

a 70°C a lo largo de 1 ciclo.  

7.10.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

  Para la amplificación de cada gen se etiquetaron tubos de microcentrífuga 

correspondientes a cada muestra. A cada tubo se le agregó 10 µL de Buffer 5X, 4 µL de 

MgCL2 25 mM, 0.05 µL de dNTP 10 mM, 0.5 µL de Taq 5 U/ µL y 1 µL de Primer 

Forward 10 mM, 1 µL de Primer Reverse 10 mM (secuencia mostrada en la Tabla 3), 

H2O (Promega, Madison, WI, USA) y 1,500 ng de muestra, para un volumen final de 25 

µL. Las condiciones de amplificación se muestran en la Tabla 4. 

 

Tabla 3. Secuencias de cebadores. 

Gen Cebador Tamaño  

WT1 
Forward 71: 5’ CACATGAGAGAAACGCCCCTTCATGTG 

Reverse 72: 5’ TTTGAGCTGGTCTGAACGAGAAA 
166 

G3PDH 
Forward: 5’ ACCACAGTCCATGCCATCAC 

Reverse: 5’ TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
452 
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Tabla 4. Condiciones de amplificación. 

Gen Desnaturalización Hibridación Elongación Ciclos 

WT1 94°C - 40 s. 64°C - 30 s. 72°C - 30 s. 35 

G3PDH 94°C – 40 s 60.5°C – 30 s 72°C – 30 s 35 

 

7.10.3 Electroforesis 

  Los amplicones de los genes se visualizaron en un gel de agarosa al 1.2%, el cual 

contenía 20 mL de Buffer SB al 1X y 0.24 gramos de agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA). Se disolvió 0.8 µL de bromuro de etidio en la solución de agarosa y se dejó 

solidificar a temperatura ambiente. 

El gel se colocó en la cámara. Se cargaron las muestras con buffer de carga en una 

relación 3:1 y 2 µL del marcador de peso molecular. Las condiciones de corrimiento 

fueron de 100 mV durante 25 min. Posteriormente, el gel se visualizó en un equipo con 

luz UV (Spectroline BI-O-Vision TM). 

 

7.11 Apoptosis con Anexina V y 7-AAD 

Las líneas celulares se cultivaron en placas de 6 pozos a una densidad de 270,000 

células/mL y se les aplicó los tratamientos al día siguiente. Posterior a 24 h., se tomó el 

sobrenadante de cada muestra y se centrifugó a 2,000 rpm por 10 min. Luego, se levantó 

la monocapa de células con 500 μL de tripsina, se neutralizaron con 500 mL de DMEM y 

se siguió el mismo proceso de centrifugación. Cada muestra celular se resuspendió con 

100 μL de binding buffer 1X.   

Se preparó un stock que contenía 5 μL de anexina V (BD Biosciences), 5 μL 7-AAD (BD 

Biosciences) por muestra y se le agregó a cada pellet. Se mezcló gentilmente cada tubo y 

se incubaron durante 15 min en oscuridad a temperatura ambiente y finalmente se añadió 

400 μL de binding buffer 1X.  

Las muestras se procesaron en un citómetro BD FACSCantoTM II en un lapso de 1 h. 
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7.12 Ensayo de fragmentación 

Para cada tratamiento y control, se utilizó un frasco de cultivo de 25 cm2 y se 

aplicaron las NPQ/ARNi-WT1/cur y los controles cuando alcanzaron el 90% de 

confluencia. Se incubaron durante 24 h a 37°C y posteriormente se recolectó en un tubo 

de microcentrífuga el medio de cultivo. Se centrifugó a 5,000 rpm por 5 min y se eliminó 

el sobrenadante. Se agregaron 500 µL de tampón de lisis al pellet celular. En los frascos 

de cultivo se adicionó 500 µL de tampón de lisis y se incubó por 10 min a temperatura 

ambiente. Una vez pasados los 10 min, se recolectaron las células lisadas y se agregaron 

al tubo de microcentrífuga en donde se encontraban las células resuspendidas en el medio 

de cultivo. Luego, para la desnaturalización de las proteínas, se incubó el tubo a 65°C por 

5 min y se enfrió a temperatura ambiente por 5 min. Después, se agregó 700 µL de 

cloroformo-alcohol isoamílico, se mezcló suavemente y rápidamente se centrifugó a 

12,000 rpm por 5 min. Se tomó la fase acuosa y se pasó a un nuevo tubo. Posteriormente, 

en el tubo nuevo se agregó un volumen igual de isopropanol frío, se mezcló suavemente 

por inversión y se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min. Luego, se descartó el sobrenadante 

y se dejó secar el pellet de ADN al aire por 10 min. Pasado este tiempo, el pellet se disolvió 

en 50 µL de agua destilada y se cuantificó la concentración y pureza del ADN en un 

espectrofotómetro, donde se considera puro si la relación A260/A280 es de 1.8 a 2.0 y si la 

relación A260/A230 es de 2.0 a 2.2. 

Las muestras se cargaron a una relación 3:1 con buffer de carga en un gel de 

agarosa al 1.5% con 0.8 µL de bromuro de etidio y se corrieron a 80 mV durante 45 min. 

El gel se visualizó en un transiluminador con luz UV.  

 

7.13 Microscopia de fluorescencia con DAPI y PI 

En una placa de 6 pozos, se colocó un cubreobjetos estéril y se cultivaron 350,000 

células durante 24 h. Después, se aplicaron las NPQ/ARNi-WT1/cur y como controles se 

aplicó DMSO, H2O2 y un pozo sin tratamiento. Se incubaron durante 24 h y 

posteriormente se retiraron los cubreobjetos y se dejaron secar (en este caso no se lavaron 

las células ni se permeabilizaron y fijaron debido a que esto provocaría una muerte en 

ellas y habría marcado un falso positivo). Luego, se agregó en el cubreobjetos yoduro de 
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propidio (partiendo de un stock de 1 mg/mL y se diluyó 1:1000 con H2O) gota a gota y 

posteriormente se aplicó el colorante DAPI (diluido 1:1000). Se incubó por 5 min a 37°C 

en oscuridad y después se visualizaron en un microscopio invertido de fluorescencia.  

 

7.14 Ensayo de migración de herida por rasguño 

Se cultivaron 400,000 células en una placa de 6 pozos durante 24 h. Cuando las células 

alcanzaron el 90% de confluencia, se trazó una línea vertical con la punta de una pipeta, 

se reemplazó el medio de cultivo por DMEM sin suero y se administró el tratamiento a 

cada pozo. Después se visualizó el área marginal y la distancia relativa del rasguño bajo 

un microscopio invertido (Olympus IX51). Se tomaron fotos a las 6, 12, 24 h y 48 h., se 

calculó el área y distancia del área lesionada a través del programa ImageJ con el macros 

Wound healing size tool y se comparó con la imagen cuando se administró el tratamiento 

a las 0 h.   

La fórmula utilizada para calcular el cierre de herida fue la siguiente:  

 

% 𝐶𝑖𝑒𝑟𝑟𝑒 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 = (
𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) 100 

 

7.15 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con Microsoft Excel y GraphPad Prism (versión 

9.0.0). Para las pruebas de viabilidad se realizó un análisis de varianza ANOVA 

bidireccional seguido de una prueba post-hoc de comparaciones múltiples de Dunnett 

donde todas las muestras se compararon contra el control. En el caso de la prueba de 

viabilidad de la combinación de tratamientos se realizó una prueba de normalidad y 

posteriormente un ANOVA unidireccional con comparaciones múltiples de Dunnett. El 

ensayo de hemólisis se sometió a un ANOVA unidireccional seguido de una prueba T de 

Tukey para comparar las muestras entre sí. Todas las muestras fueron normales. Se 

consideraron que valores p<0.05 mostraban diferencias estadísticamente significativas.   
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8 RESULTADOS 
 

8.1 Caracterización del plásmido pGSH1-GFP WT1 

La construcción del plásmido fue diseñada y aprobada anteriormente por la Dra. Diana 

Zamora (2005) denominado plásmido 5-6. La secuencia de ARNi contra WT1 fue ligada 

al plásmido de expresión pGSH1-GFP (Fig. 2) y se transformaron bacterias calcio 

competentes DH5α.   

 

Figura 2. Mapa del plásmido de expresión pGSH1-GFP. 

 

Se realizó una extracción del plásmido a pequeña escala (Fig 3a) y posterior digestión 

del plásmido 5-6 con la enzima de restricción HindIII. (Fig. 3b). Luego, se transfectó con 

polietilenimina (PEI) en células B16F10 y se visualizó bajo un microscopio de 

fluorescencia para determinar la presencia de la proteína verde fluorescente (GFP) 

contenida en el constructo (Fig. 3c).  
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Figura 3.  a) Conformaciones del plásmido 5-6 extraído a través de un miniprep. b) Digestión del 

plásmido con la enzima de restricción HindIII. Se observa el plásmido linealizado al digerir en la 

horquilla pequeña de la secuencia ubicada en el sitio de clonación. c) Expresión de la proteína 

GFP en células B16F10 transfectadas con el plásmido y PEI como vehículo de transfección.  

 

Asimismo, se realizó un comparativo con la línea celular B16F10 en donde se empleó 

el plásmido 5-6 desnudo y el plásmido contenido en nanopartículas de quitosano con 

curcumina para observar la morfología de las células. Se puede apreciar que en ambos 

grupos donde se aplicaron las nanopartículas se muestra una pérdida de la morfología en 

comparación con el grupo con el plásmido 5-6/PEI y el control (Fig. 4).  

a) b) 

c) 
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Figura 4. Morfología de células B16F10 con el plásmido 5-6 o encapsulado junto con curcumina. 

a) Células sin transfectar. b) Células transfectadas con 4 µg del plásmido 5-6 usando PEI. c y d) 

Células transfectadas NPQ/ARNi-WT1/cur donde se aplicaron 2 y 4 µg, respectivamente.  

 

8.2 Caracterización de la formulación de nanopartículas de quitosano 

Se realizaron dos tipos de nanopartículas de quitosano: cargadas con curcumina y con 

el plásmido 5-6 (ARNi-WT1) y solas (NPQ). Las características de tamaño, potencial Z y 

polidispersión se ven representadas en la Tabla 5 y Figura 5.    

 

Tabla 5. Determinación de tamaño, potencial Z y polidispersión de nanopartículas de 

quitosano y cargadas con los principios activos. 

Nanopartícula Tamaño (nm) Potencial Z (mV) Polidispersión 

Quitosano 160.2 ± 3.80 16.5 ± 5.45 0.367 ± 0.059 

ARNi-WT1/curcumina 209.3 ± 9.44 15.8 ± 7.03 0.372 ± 0.019 
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Figura 5. Características métricas de los complejos nanoencapsulados con quitosano. NPQ a) y b). NPQ/ARNi-WT1/cur c) y d). 

 

a) c) 

b) d) 
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Posteriormente, se analizó la eficiencia de unión y liberación del ADN plasmídico 

al quitosano mediante un ensayo de retardo en gel de electroforesis, donde las 

nanopartículas fueron incubadas con agua y con ácido acético pH 3 (Fig. 6b), este último 

para liberar el ADN del quitosano. Se observó que el ADN se unió al quitosano, pero que 

el plásmido no se liberó de las nanopartículas al aplicar ácido.  

 

Figura 6. a) Curva de distintas concentraciones del plásmido desnudo. b) Encapsulación del 

plásmido ARNi-WT1. Carril 1: nanopartículas de quitosano diluidas en ácido acético; carril 2: 

NPQ/ARNi-WT1/cur diluidas en agua; carril 3: NPQ/ARNi-WT1/cur diluidas en ácido acético. 

Gel de agarosa al 0.8%. 

 

Con respecto al porcentaje de eficiencia de encapsulación (%EE) del ADN en la 

nanopartícula, se registró un porcentaje del 93.57% EE. 

 

8.3 Determinación de la concentración media inhibitoria de la 

formulación de nanopartículas 

Se organizaron seis grupos de tratamiento para evaluar cada compuesto por separado 

(Tabla 1) y en conjunto (Tabla 2). 

Las dosis de gemcitabina se aplicaron durante 48 h y se determinó la concentración 

media inhibitoria (IC50), siendo esta de 16 µg/mL de gemcitabina para las células A549. 

En vista de que las células mostraron una dosis alta media inhibitoria, se probó la línea 

celular Calu-3 para determinar el efecto de la gemcitabina en esta línea, donde la dosis 

a) b) Plásmido desnudo NPQ/RNAi-WT1/cur 
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menor probada de 2 µg/mL indicó un porcentaje de viabilidad de 28.24% (Fig.7c) Lo cual 

demuestra que la línea celular A549 es más resistente a este fármaco. Para el tratamiento 

del plásmido 5-6 transfectado con PEI en células A549 se registró una IC50 de 1.086 µg a 

las 48 h. (Fig. 7a) (debido a que el plásmido manifiesta su mayor expresión a este tiempo). 

Por otro lado, se evaluó la citotoxicidad de las NPQ en las células A549 y células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP). Se data una citotoxicidad dependiente de la 

concentración en las células cancerosas, mientras que en las CMSP no hubo un efecto 

citotóxico significativo (Fig. 7b). 

 

Figura 7. Porcentajes de viabilidad de las células A549 y Calu-3. a) Células A549 tratadas con el 

plásmido 5-6 desnudo transfectadas con PEI. b) CMSP tratadas con NPQ a las 24 h y A549 con 

el mismo tratamiento a las 24 y 72 h. c) Células A549 y Calu-3 tratadas con gemcitabina. **P<0.05 

***P<0.005, ****P<0.0001, ns: no significativo.  

 

 



 

30 

 

Por otro lado, las NPQ/ARNi-WT1/cur de la Tabla 1 mostraron en las células A549 

una IC50 de 468.87 ng de ADNp y 11.72 µM de curcumina a las 24 h, mientras que a las 

48 h fue de 624.11 ng de ADNp y 15.6 µM de curcumina y a las 72 h fue de 254.95 ng de 

ADN y 6.37 µM de curcumina, lo cual indica que el tratamiento es dosis y tiempo 

dependiente (Fig. 8a). De igual forma, se emplearon células Calu-3 para comparar la 

citotoxicidad de los nanocomplejos, mostrando una IC50 de 413.97 ng de ADNp y 10.34 

µM de curcumina a las 24 h; en cambio, a las 48 h, la IC50 obtenida fue de 181.6 ng de 

ADNp y 4.54 µM de curcumina (Fig. 8b).  

Partiendo de los datos obtenidos, se optó para tomar como punto medio de referencia 

la IC50 de las NPQ/ARNi-WT1/cur y gemcitabina a las 48 h en A549, siendo esta de 

624.11 ng de ADNp, 15.6 µM de curcumina y 15 µg/mL de gemcitabina. Se aplicaron las 

dosis expuestas en la Tabla 2.  Al combinar las Np ARNi-WT1/cur con gemcitabina se 

data que a una relación 1:1 se ve un efecto citotóxico del 57.63%, donde se aplicaron 600 

ng de ADNp + 15 µM de curcumina y 15 µg/mL de gemcitabina a las 24 h., siguiendo 

una tendencia en donde conforme va subiendo la concentración de Np ARNi-WT1/cur, 

va disminuyendo el porcentaje de viabilidad de las células. Esto nos indica una IC50 de 

577.31 ng de ADNp + 14.42 µM de curcumina y 15.41 µg/mL de gemcitabina en las 

células A549 a las 24 h (Fig. 8c), lo cual señala una dosis similar de Np ARNi-WT1/cur 

y gemcitabina administrada de forma individual a este mismo tiempo. 
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Figura 8. Porcentajes de viabilidad de las células A549 y Calu-3 tratadas con la combinación de 

compuestos activos. a) y b) Células A549 y Calu-3 tratadas con NPQ/ARNi-WT1/cur, 

respectivamente. c) Células A549 tratadas con la combinación de NPQ/ARNi-WT1/cur + 

gemcitabina. **P<0.05 ***P<0.005, ****P<0.0001, ns: no significativo.  

 

8.4 Ensayo de hemólisis 

Para asegurar que el formulado de NPQ/ARNi-WT1/cur no indujera lisis de los 

eritrocitos, se evaluó el efecto hemolítico mediante medición espectrofotométrica de la 

liberación de hemoglobina tras la exposición de las distintas dosis probadas en los ensayos 

de viabilidad. Se utilizó como control positivo agua destilada, mientras que el control 

negativo fue solución salina 0.9% (Fig. 9a). Las concentraciones empleadas muestran una 
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actividad hemolítica inferior al 4%, siendo de 1.7% para una concentración de 200 ng 

ADNp + 5 µM curcumina, 3.18% para 400 ng ADNp + 10 µM curcumina y de 2.35% 

para 800 ng ADNp + 20 µM curcumina (Fig 9b).  

  

Figura 9. Porcentaje de hemólisis de NPQ/ARNi-WT1/cur. a) Eritrocitos tratados con 

NPQ/ARNi-WT1/cur. b) Porcentaje de hemólisis inducido por el tratamiento. Control positivo: 

agua destilada, control negativo: solución salina 0.9%. Absorbancia 540 nm. *P <0.05, **P<0.005, 

****P<0.0001. 

 

8.5 Índice de combinación entre NPQ-ARNi/cur y gemcitabina 

Los valores del índice de combinación indican si una interacción entre fármacos tiene 

un efecto antagónico (>1), aditivo (0.9-1.1) o sinérgico (<1). Se evaluó el efecto de la 

interacción de distintas concentraciones de gemcitabina y NPQ/ARNi-WT1/cur a una 

relación 3:1, 1:1 y 1:3, respectivamente, en el software de CompuSyn. Se aprecia que 

únicamente la dosis 3:1 -donde predomina una concentración superior de gemcitabina- 

indica una respuesta antagónica, mientras que una relación 1:1 y 1:3 entre gemcitabina y 

NPQ/ARNi-WT1/cur muestra un efecto sinérgico, es decir, el efecto inhibitorio de los 

fármacos es mayor al aplicarse juntos que por separado (Tabla 6). 

a) 

b) 
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Tabla 6. Índice de combinación entre NPQ/ARNi-WT1/cur y gemcitabina en A549 a las 24 h. 

Dosis Valor CI Interpretación 

Gem + Np 3:1 (22.5 µg/mL de gemcitabina + 

300 ng de ADNp y 7.5 µM de curcumina) 

3.19 Antagonismo 

Gem + Np 1:1 (15 µg/mL de gemcitabina + 

600 ng de ADNp y 15 µM de curcumina) 

0.05 Sinergismo 

Gem + Np 1:3 (7.5 µg/mL de gemcitabina + 

900 ng de ADNp y 22.5 µM de curcumina) 

0.05 Sinergismo 

 

Al observar los resultados anteriormente presentados, para los siguientes 

experimentos se decidió aplicar la dosis menor de gemcitabina y NPQ/ARNi-WT1/cur 

con la cual se obtuviera un efecto citotóxico mayor al 50% y un efecto sinérgico, siendo 

esta la relación 1:1. Se aplicó esta misma dosis con las drogas en conjunto y por separado. 

 

8.6 Expresión de WT1 

El ARN total fue aislado de las células A549 tratadas con las dosis previamente 

descritas de gemcitabina, NPQ/ARNi-WT1/cur, NPQ/ARNi-WT1/cur + gemcitabina y un 

control sin tratamiento. Se evaluó la expresión a nivel transcripcional de WT1 y G3PDH 

a través de una PCR punto final (Fig. 10a) y se analizó la expresión relativa WT1/G3PDH 

mediante la densidad de las bandas generadas. Los resultados muestran una inhibición del 

81.56 y 81.26% de la expresión de WT1 en los grupos tratados con NPQ/ARNi-WT1/cur 

y NPQ/ARNi-WT1/cur + gemcitabina, respectivamente. En cambio, el tratamiento con 

gemcitabina mostró un aumento del 46.45% de la expresión de WT1 en comparación con 

el control (Fig.10b) 
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8.7 Análisis del porcentaje de unión de Anexina V y 7-AAD 

Para evaluar el efecto del tratamiento combinado sobre la inducción de apoptosis, se 

realizó un ensayo de citometría de flujo utilizando Anexina V y 7-AAD. Las células con 

positividad para Anexina V se considera apoptosis temprana, mientras que las células con 

positividad para 7-AAD se clasifican como necrosis y, las poblaciones celulares con 

positividad para ambos fluorocromos se identifican como apoptosis tardía. Las células 

A549 tratadas con gemcitabina mostraron un mayor porcentaje de positividad para 7-AAD 

y Anexina V en conjunto que únicamente para Anexina V, siendo estos porcentajes del 

8.2 y 7.3%, respectivamente, mientras que el 1.7% de la población fue positiva para 7-

AAD (Fig. 11b). Por otro lado, las células tratadas con NPQ/ARNi-WT1/cur y la 

combinación de estas con el quimioterapéutico mostraron resultados similares, puesto que 

ambos grupos presentaron positividad para 7-AAD y un bajo porcentaje para la unión de 

ambos fluorocromos. El grupo tratado solamente con NPQ/ARNi-WT1/cur presentó un 

a) 

 

Figura 10. Expresión a nivel transcripcional de WT1. a) Visualización de bandas de G3PDH y 

WT1 con los tratamientos de la IC50 de gemcitabina, NPQ/ARNi-WT1/cur y NPQ/ARNi-WT1/cur 

+ gem. b) Expresión relativa de WT1/G3PDH. *P<0.05, **P<0.005, ns: no significativo. 

 

b) 



 

35 

 

porcentaje de 33.1% para positividad a 7-AAD, 0.7% para positividad a Anexina V y 3.9% 

para ambos fluorocromos (Fig. 11c). En cuanto al grupo tratado con la combinación de 

ambos fármacos, se resalta una positividad menor a 7-AAD en comparación con el 

monofármaco nanoencapsulado, puesto que presenta un 20% para 7-AAD, un 2.3% para 

Anexina V y un 5.6% para el doble marcaje (Fig. 11d). 

 

 

8.8 Ensayo de fragmentación 

Dado los resultados anteriores, se procedió a realizar un ensayo de fragmentación 

confirmatorio, donde se puede visualizar la fragmentación de ADN característico de la 

apoptosis celular. Se trataron las células A549 con NPQ y NPQ/ARNi-WT1/cur para 

descartar la posibilidad de una necrosis o una apoptosis. Los controles fueron tratados con 

DMEM 10% SFB + 1% antibiótico, DMSO para causar necrosis celular y H2O2 para 

Figura 11. Efecto del tratamiento combinado sobre la inducción de apoptosis. 
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apoptosis. Los resultados señalan fragmentación del ADN cuando se aplican los dos tipos 

de nanopartículas, por tanto, esto es indicativo de una apoptosis (Fig. 12).  

 

Figura 12. Ensayo de fragmentación de ADN. El ADN de las células A549 se encuentra 

fragmentado cuando es tratado con NPQ y NPQ/ARNi-WT1/cur. 

 

8.9 Análisis de apoptosis/necrosis con microscopia de fluorescencia 

Para confirmar que el ADN de las células A549 tratadas con las NPQ/ARNi-WT1/cur 

no fuera expuesto y exhibiera una necrosis, se realizó un ensayo con microscopia de 

fluorescencia donde se utilizó DAPI para marcar los núcleos de las células y PI para 

marcar el ADN donde hubo una ruptura de la membrana nuclear (Fig. 13). Las células 

tratadas con las nanopartículas y las tratadas con H2O2 (control para apoptosis) y marcadas 

con DAPI muestran la presencia de núcleos, sin embargo, estos no se encuentran bien 

definidos y se aprecia la presencia de vacuolas alrededor de las células en comparación al 

control con medio de cultivo. Por otro lado, el marcaje con PI muestra una mayor tinción 

en las células tratadas con DMSO (control para necrosis), mientras que las células tratadas 

con las nanopartículas y los controles no es apreciable el marcaje con PI, por lo que estos 
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resultados sugieren que las NPQ/ARNi-WT1/cur no exponen una ruptura de la membrana 

nuclear.  

 

 

Figura 13. Marcaje con DAPI y PI bajo microscopia de fluorescencia. a) Núcleos celulares 

marcados con DAPI. b) ADN expuesto marcado con PI. 

a) 

b) 
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8.10 Ensayo de migración de herida por rasguño 

Debido a que las principales causas de muerte por cáncer pulmonar son por la 

capacidad de migración, invasión y posterior metástasis de las células cancerosas, se 

determinó el porcentaje de migración de las células al aplicarles gemcitabina, NPQ/ARNi-

WT1/cur y su combinación y se capturaron fotografías a las 0, 6, 12, 24 y 48 h (Fig. 14a 

y b). Como referencia, el grupo control mostró un porcentaje de cierre de herida del 0, 0, 

11.93, 17.63 y 27.69%, respectivamente. De forma similar, pero en mayor medida, el 

grupo tratado con gemcitabina exhibió un porcentaje de migración del 0, 11.23, 23.93, 

26.67 y 30.3% conforme pasa el tiempo. Además, a las 24 h se puede observar que 

comenzó un desprendimiento de las células, mientras que a las 48 h se visualiza una menor 

densidad celular en los cuadrantes, así como también un mayor porcentaje de cierre. Por 

otro lado, tanto al grupo con NPQ/ARNi-WT1/cur como la combinación de estas últimas 

con gemcitabina, presentaron un porcentaje de cierre negativo. Se logra percibir que los 

bordes de la herida se mantienen rectos en los distintos tiempos; además al combinar las 

NPQ/ARNi-WT1 /cur con gemcitabina, hay una pérdida de densidad celular, pero esta es 

menor que el grupo tratado únicamente con el fármaco. Por tanto, el tratamiento con las 

nanopartículas solas y en combinación con gemcitabina inhibió la capacidad migratoria 

de las células A549. 
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Figura 14. Migración de células A549 con los distintos tratamientos. a) Herida por rasguño de 

células A549 a las 0, 6, 12, 24 y 48 h. tratadas con gemcitabina, NPQ/ARNi-WT1/cur y la 

combinación de ambos. b) Porcentajes de cierre de herida con los distintos tipos de tratamiento. 

*P <0.05, **P<0.01, ***P<0.005, ****P<0.0001, ns: no significativo. 

a) 

b) 
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9 DISCUSIÓN 

Entre el esquema actual del tratamiento de cáncer de pulmón se encuentran las drogas 

a base de platino en combinación con diversas terapias como la gemcitabina. No obstante, 

dicho tratamiento ejerce un efecto sistémico, por consiguiente, genera múltiples 

afectaciones destacándose entre ellas el daño hepático y renal (Lemjabbar-Alaoui et al., 

2015; De Francisco et al., 2019; Amjad et al., 2023).  

En los últimos años se ha dilucidado que la curcumina contiene propiedades 

antitumorales, además de ofrecer un efecto hepatoprotector y nefoprotector (Ramírez y 

Velasque, 2019). Aunado a esto, se ha descubierto que este compuesto activo derivado de 

la cúrcuma es capaz de disminuir la sobreexpresión del oncogén WT1 en leucemias de 

pacientes (Anuchapreeda et al., 2006). Además, recientemente en nuestro equipo de 

trabajo se probó que una construcción de un ARNi contra WT1 en combinación con 

curcumina disminuyó la viabilidad de células cancerosas B16F10 de melanoma murino 

(Zacarías, 2016). Por tanto, esta asociación tiene el potencial de quimiosensibilizar a las 

células cancerosas.  

Dado que la curcumina tiene una pobre biodisponibilidad, se optó por diseñar una 

nanopartícula a base de quitosano para mejorar la farmacocinética y la farmacodinamia 

de este fitoquímico en conjugación con el ARNi-WT1. En virtud de la naturaleza catiónica 

del quitosano y la carga electrostática negativa del ADN y el TPP, permitió la asociación 

de este complejo, formando nanopartículas de 209.3 ± 9.44 nm. Además, el potencial Z 

de las nanopartículas de quitosano nos indicó una disminución de 16.5 ± 5.45 mV a 15.8 

± 7.03 mV cuando se les agregó el ARNi-WT1, lo cual, dicho efecto confirma la unión, 

puesto que Katas (2006) y Ghafoor (2015) mencionan que la presencia de los grupos 

fosfato del ADN neutralizan a los grupos NH3 del quitosano, por tanto, existe una 

disminución de las cargas catiónicas del polímero. Asimismo, en el ensayo de retardo en 

gel de agarosa no se observó una liberación del plásmido aun cuando se dejó en ácido a 

pH 3 para simular el efecto esponja de protones, ni en solución salina. Dicho suceso 

coincide con lo obtenido por Csaba y colaboradores (2009), donde afirman que de igual 

manera el ADN no se liberó seguido de la incubación en buffer acetato a pH 4 y pH 7.4 

ni en agua MiliQ. Ellos mencionan que esto indica que el ADN plasmídico está 
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fuertemente ligado a las nanopartículas de quitosano/TPP sin importar su peso molecular. 

No obstante, los autores lograron liberar el ADN de las nanopartículas al incubarlas con 

buffer de acetato en simultáneo con quitosanasas.   

A su vez, la carga superficial positiva de las nanopartículas permite su 

hemocompatibilidad, esto debido a que se ha reportado que valores muy altos (+50 mV) 

provocan hemólisis y trombosis. Por su contraparte, un potencial Z negativo (-40 mV) 

conduce a la activación de macrófagos y su posterior fagocitosis, además de una repulsión 

de cargas con la membrana celular. Por ello, un valor medio entre +15 a -30 mV, además 

de un tamaño de partícula que va desde los 150 a 300 nm permite una biocompatibilidad 

exitosa con el organismo y una absorción por células no fagocíticas (Sonin et al., 2020; 

Silva et al., 2024), lo cual coincide con las características obtenidas de las NPQ y las 

NPQ/ARNi-WT1/cur, puesto que el tamaño y potencial Z se encuentra dentro del rango 

predicho, además de que se demostró que el porcentaje de hemólisis es menor al 4%, 

siendo considerado un valor del 5% como una muestra hemolítica, mientras que un valor 

entre 2-5% indica una hemólisis ligera y abajo del 2% es no hemolítica, según lo que 

señala la Norma ASTM F 176-17. Aunado a esto, el quitosano posee otras propiedades 

beneficiosas, puesto que, además de proteger los ácidos nucleicos y mejorar la 

biocompatibilidad de la curcumina, también otorga baja inmunogenicidad, escape del 

endosoma, mucoadhesividad y es biodegradable (Silva et al., 2024). En cuanto a la 

mucoadhesividad, esto es debido a que los grupos amino con carga positiva interactúan 

con las glicoproteínas mucinas de carga negativa que se encuentran en las secreciones 

mucosas de los pulmones (Silva et al., 2024), por tanto, las NPQ/ARNi-WT1/cur pueden 

ser un tratamiento dirigido para el cáncer pulmonar. 

Por otro lado, existe evidencia que las nanopartículas con quitosano poseen una 

citotoxicidad selectiva, puesto que se ha registrado una mayor toxicidad en células 

cancerosas que en células sanas (Zoe et al., 2023). Dicho esto, al evaluar el efecto 

citotóxico de NPQ en CMSP y en células A549 a las 24 h. se observó una mayor viabilidad 

en células sanas que en células cancerosas, siendo el quitosano un acarreador prometedor 

para terapias dirigidas. Además, el recubrimiento con quitosano en las nanopartículas 

proporciona una mejor absorción de los compuestos activos. Esto fue visto en nanoesferas 

de poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) modificados con quitosano en células A549, 
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en donde la captación celular de partículas de un tamaño de 200 nm fue a través de la 

endocitosis mediada por clatrina (Tahara et al., 2009).  

En cuanto a las nanopartículas de quitosano con curcumina, se han reportado tamaños 

de partícula entre 170-200 nm, con una liberación de curcumina sostenida durante 180 h., 

lo cual mejora su captación celular y efecto citotóxico en las células cancerígenas de 

pulmón. Dichos resultados mostraron un contraste entre la administración de curcumina 

libre y encapsulada en la línea celular de cáncer de pulmón H1299, siendo esta última la 

de mejor eficacia, obteniéndose un 57% de citotoxicidad a 25 μM durante 72 h 

(Vijayakurup et al. 2019). No obstante, con las NPQ/ARNi-WT1/cur se obtuvo un 50% 

de citotoxicidad con una dosis de 6.37 µM de curcumina a las 72 h en la línea A549. 

Aunque es sabido que la línea A549 es más sensible que la línea H1299 y más resistente 

que la línea Calu-3, aun así, se alcanzó una dosis citotóxica casi 4 veces menor que la 

obtenida por Vijayakurup, esto podría ser debido al efecto inhibidor del shRNA contra 

WT1. Sin embargo, se observa que el comportamiento de liberación de los compuestos 

activos en las células A549 a las 48 h no se visualiza una disminución de la viabilidad 

menor que a las 24 h. Este comportamiento de liberación bifásica es característico de 

nanopartículas poliméricas. Hasanzade et al. (2025) mencionan que la liberación inicial 

de ráfagas puede ser a causa de una rápida desorción de curcumina que se encuentra en 

los bordes exteriores de la nanopartícula, mientras que la posterior liberación sostenida 

corresponde a una difusión del fármaco que se queda entre las redes del quitosano 

hidratado. A pesar de ello, esta conducta de aumento de la viabilidad también puede 

atribuirse a un fenómeno de adaptación celular característico de células cancerosas.  

En cuanto a la dosis citotóxica, al administrar las NPQ/ARNi-WT1/cur de forma 

individual en las células A549 durante 24 h, se observó una IC50 de 468.87 ng de ADNp 

y 11.72 µM de curcumina, siendo una dosis menor de curcumina encapsulada que la 

administrada por Alvarez (2025) en la misma línea celular, la cual el autor data que esta 

fue de 14.6852 µM. Esto probablemente se deba a que las NPQ/ARNi-WT1/cur contienen 

un ARNi contra WT1, por lo cual se pretende que, al combinarse estos dos componentes 

en una nanopartícula de quitosano, se potencie el efecto que al aplicarlos por separado. 

Por otro lado, la IC50 de la gemcitabina a las 48 h fue de 16 µg/mL y, al combinar los 
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principios activos, fue destacable que a una relación 1:1 de las nanopartículas y la 

gemcitabina (600 ng de ADNp + 15 µM de curcumina y 15 µg/mL de gemcitabina) hubo 

una disminución de la viabilidad por debajo del 50%, lo cual representa un toxicidad 

ligeramente mayor que al aplicar las nanopartículas de forma individual, pero hubo un 

considerable sinergismo al combinar las NPQ/ARNi-WT1/cur con gemcitabina a una 

relación 1:3 y 1:1, puesto que se vio favorecido el efecto del antimetabolito con una menor 

dosis. Dado esto, se observó una acentuada disminución de WT1 al aplicar las 

NPQ/ARNi-WT1/cur solas y en combinación con gemcitabina, obteniendo un decremento 

del 81.56 y 81.26%, respectivamente. En contraste, el tratamiento con gemcitabina no 

mostró el mismo efecto favorable, puesto que se registró un aumento del 46.45% de la 

expresión de WT1. Esto es debido a que se ha reportado que la administración de 

gemcitabina potencia la expresión del ARNm de WT1 a causa de la activación de NFκB 

(Takahara et al., 2011). No obstante, esto mismo no ocurrió cuando se aplicaron las 

NPQ/ARNi-WT1/cur en simultáneo, dando lugar a una menor expresión de WT1. Dong 

(2021) menciona que, al combinar curcumina y gemcitabina promueve la inhibición de 

células A549 resistentes a gemcitabina, así como un aumento de la expresión de E-

cadherina y una disminución de MMP9, vimentina y N-cadherina, inhibiendo así la 

transición epitelio mesenquimal, lo que da lugar a la inhibición de la migración e invasión.  

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, al aplicar las NPQ/ARNi-WT1/cur solas 

y en combinación con gemcitabina, se observó una inhibición de la migración de las 

células A549. El análisis del porcentaje de cierre de herida indica que hubo una migración 

nula bajo el efecto de estos dos tratamientos. Por el contrario, el tratamiento con una dosis 

de 15 µg/mL de gemcitabina mostró un aumento gradual de la migración celular, así como 

el aumento de WT1, siendo un hecho que no se equipara al cotratamiento, lo cual confirma 

que las NPQ/ARNi-WT1/cur quimiosensibilizan a las células cancerosas a la gemcitabina. 

Esto también es observable en el estudio de Liu et al. (2020) donde evaluaron si la 

curcumina quimiosensibilizaba a las células PANC-1 a la gemcitabina y si inhibía su 

migración. Los autores reportan que al combinar una dosis de 5 µM de curcumina y 2 µM 

de gemcitabina mostraba una mayor capacidad para inhibir la migración que al aplicar la 

gemcitabina como monofármaco. Además, se registró una expresión a la baja de 

vimentina y N-cadherina, así como un aumento de E-cadherina al utilizar una terapia 
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combinada. Estos datos sugieren que, a pesar de tratarse de diferentes líneas celulares, la 

curcumina tiene el potencial de quimiosensibilizar a las células, asimismo, las 

NPQ/ARNi-WT1/cur solas y en combinación con gemcitabina muestran un potente efecto 

en comparación con el estudio anterior puesto que, el porcentaje de migración analizado 

fue del 0%, es decir, las células no recubrieron la zona donde se realizó el rasguño. Por 

consiguiente, la disminución de WT1 se puede vincular con la inhibición de la migración. 

En lo que se refiere al mecanismo de muerte celular, el cotratamiento mostró un 

aumento de positividad para 7-AAD, mientras que la gemcitabina como monoterapia 

exhibió un mayor porcentaje de la población con positividad para 7-AAD y Anexina-V, 

en tanto que las NPQ/ARNi-WT1/cur presentaron resultados similares que el tratamiento 

combinado, lo cual es contradictorio al efecto apoptótico de la curcumina que se ha 

reportado. Namwan y colaboradores (2025) observaron un aumento en la apoptosis 

temprana y tardía al aplicar un derivado de la curcumina (CU17) en células A549. 

Asimismo, los autores aplicaron una dosis de 0.75 µM de CU17 en combinación con 1.3 

µM de gemcitabina y reportaron un aumento significativo en la apoptosis, siendo este del 

20.45 ± 0.85%. En cambio, Liu y colaboradores (2018) mencionan que la curcumina tiene 

una actividad antitumoral mediada tanto por apoptosis como por autofagia en células 

A549. Dado esto, el mecanismo de muerte inducido por la curcumina nanoencapsulada 

no sigue una única vía (Alvarez, 2025). En consecuencia, se procedió a evaluar la 

integridad de la membrana de las células A549 tratadas únicamente con NPQ/ARNi-

WT1/cur. El estudio muestra una fragmentación del ADN en las células tratadas con las 

nanopartículas, dato que concuerda con el trabajo de Maiti y colaboradores (2017) donde 

resaltan que la curcumina encapsulada en partículas lipídicas aumentaba la fragmentación 

del ADN en comparación con la curcumina libre en células de glioblastoma multiforme. 

Del mismo modo, el estudio de Zamora (2007) indica que el plásmido 5-6, el cual contiene 

el ARNi-WT1 que se utilizó en este estudio, induce fragmentación del ADN, característico 

de la apoptosis. Por lo que respecta al ensayo de tinción con DAPI y PI, el resultado podría 

sugerir una apoptosis temprana, puesto que la integridad de la membrana no se encuentra 

comprometida, sin embargo, es necesario realizar más estudios para dilucidar el 

mecanismo de muerte asociado a las NPQ/ARNi-WT1/cur.  
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10 CONCLUSIONES 

 

Las NPQ/ARNi-WT1/cur oscilan un tamaño de 200 nm y potencial Z positivo, lo que 

permite una endocitosis mediada por clatrinas y afinidad por las membranas celulares de 

las células no fagocíticas. 

El plásmido ARNi-WT1 posee una eficacia de encapsulación del 93.57% y una ligación 

fuerte al quitosano. 

Las NPQ/ARNi-WT1/cur tienen un efecto dependiente de la dosis y el tiempo y una 

concentración citotóxica menor a las 72 h. 

El complejo nanoencapsulado no induce hemólisis. 

La gemcitabina en combinación con NPQ/ARNi-WT1/cur a una relación 1:1 y 1:3 ejerce 

un efecto sinérgico, mientras que a una relación 3:1 (gemcitabina: NPQ/ARNi-WT1/cur) 

posee un efecto antagónico. 

Las NPQ/ARNi-WT1/cur inhiben la expresión génica de WT1, contrario a la gemcitabina, 

puesto que las células tratadas con el antimetabolito presentaron un aumento en el ARNm 

de WT1, mientras que el cotratamiento indujo una expresión a la baja de WT1. 

La monoterapia con NPQ/ARNi-WT1/cur y la combinación del nanocomplejo con 

gemcitabina no mostró migración de las células cancerosas, lo cual se correlaciona con la 

disminución de WT1. 

Las NPQ/ARNi-WT1/cur tienen mayor positividad para 7-AAD, sin embargo, las células 

tratadas presentaron fragmentación de ADN y no se visualizó el marcaje con PI. 
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11  PERSPECTIVAS 

1. Evaluar la expresión de genes pro-apoptoticos y anti-apoptoticos. 

2. Profundizar en el proceso de transición epitelio-mesénquima, así como analizar el 

estado de la expresión de E-cadherina, N-cadherina, vimentina y fibronectina. 

3. Analizar el sinergismo e IC50 al emplear otro quimioterapéutico. 

4. Determinar el mecanismo de muerte celular de las NPQ/ARNi-WT1/cur. 

5. Emplear las NPQ/ARNi-WT1/cur en un modelo in vivo de cáncer de pulmón. 
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