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RESUMEN 

Los recientemente avances tecnológicos y científicos buscan el desarrollo de nuevos 

vehículos que permitan el transporte, protección y liberación de moléculas bioactivas que 

resulten eficaces y seguros para aun posible tratamiento terapéutico. En el presente trabajo 

de investigación se desarrolló un nanosistema a base de biopolímero y fosfolípidos, el cual 

tiene gran potencial en la vehiculación de los ácidos nucleicos. Primeramente, se prepararon 

mezclas de los fosfolípidos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y N- (carbonil-

metoxipolietilenglicol 2000) -1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal sódica (PE 

18:0/18:0-PEG 2000 o PE-PEG2000) a diferentes relaciones molares en buffer de ácido 

hidroxietilpiperazinetanosulfónico (HEPES) y se caracterizaron respecto a tamaño de 

partícula y potencial zeta por la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS). Los resultados 

obtenidos muestran tamaños entre 125 y 175 nm y un potencial zeta entre -11 y -15 mV. 

Estos resultados se complementaron por medio de las técnicas de microscopía de fuerza 

atómica (AFM) y microscopía electrónica de transmisión (TEM). Paralelamente, se 

formularon complejos de quitosano y ácido desoxirribonucleico (ADN) a diferentes 

relaciones nitrógeno: fósforo (N:P), los cuales se caracterizaron por medio de DLS, 

registrando tamaños de partícula entre 100 y 450 nm, así como cargas superficiales entre -5 

y 38 mV dependiendo de variables como el pH y relación N:P. Finalmente, basados en la 

interacción electrostática entre el complejo quitosano/ADN y fosfolípidos, se obtuvieron 

complejos modificados superficialmente con una capa fosfolipídica. Las nanopartículas 

modificadas registraron un tamaño entre 200 y 400 nm, el cual fue medido por medio de DLS 

y complementado con el resultado obtenido por AFM. La carga superficial de los complejos 

macromoleculares resultó entre 0 y +30 mV. Los resultados obtenidos por la técnica de 

electroforesis en gel de agarosa indican una adecuada estabilidad de los complejos a 

diferentes condiciones de pH y fuerza iónica. Subsecuentemente, se observa que la eficiencia 

de transfección aumenta conforme se aumenta la relación N:P de los complejos quitosano: 

ADN. La adición de fosfolípidos a los complejos macromoleculares indica un aumento en la 

eficiencia de transfección sobre células HeLa llegando a valores cercanos al 20%. Finalmente 

se puede notar una alta viabilidad celular por parte de todos los complejos formulados. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

1.1 Justificación y antecedentes 

La investigación relacionada con el diseño de nuevos sistemas de encapsulación y 

liberación de fármacos o moléculas bioactivas es un tema de gran interés en la actualidad.1 

El desarrollo de vehículos transportadores de agentes bioactivos ha estado en estudio 

recientemente y se ha notado que los mismos pueden estar compuestos generalmente de 

moléculas lipídicas, materiales poliméricos, entre otros. Estos sistemas buscan mejorar la 

farmacocinética y biodistribución de los fármacos que vehiculizan.2  

Desde el descubrimiento de los oligonucleótidos antisentido para la inhibición 

específica de la expresión génica y más recientemente el RNA de interferencia (siRNA), el 

transporte de ácidos nucleicos se ha venido empleando ampliamente para el tratamiento de 

diversas patologías, tales como el cáncer, enfermedades infecciosas, inflamatorias o incluso 

para bloquear la proliferación celular y así evitar la aparición de otras enfermedades.3,4  

Además, los ácidos nucleicos ofrecen alternativas únicas para la actividad terapéutica en 

sitios previamente intratables, tales como factores de transcripción activando o desactivando 

la expresión de grupos completos de genes. Por otro lado, la inclusión de ácidos nucleicos 

puede ser utilizada para incorporar funciones deseadas en el sistema diana (terapia génica).5 

No obstante, la administración de genes de una manera segura y eficiente ha sido un 

obstáculo para la terapia génica humana. Los agentes de administración sintéticos de genes, 

aunque son más seguros que los virus recombinantes, generalmente no poseen la eficacia 

requerida.6 

Recientemente, las estrategias de liberación de genes incluyen, sistemas de 

administración basados en métodos físicos, vectores virales y vectores no virales.7 Se ha visto 

que a nivel general, las eficiencias de transfección logradas con vectores virales son mayores 

en comparación con las obtenidas con métodos no virales, sin embargo, los vectores no 

virales no presentan ciertos efectos secundarios importantes encontradas en los virales, tales 

como su alta inmunogenicidad y citotoxicidad. Asimismo, otra de las desventajas del uso de 

vectores virales es que se ha observado la generación del fenómeno conocido como 
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mutagénesis por inserción. Por otro lado, debido a su patogenicidad reducida demostrada, 

menor inmunogenicidad, bajo costo, facilidad de producción y bioseguridad, los vectores no 

virales poseen una importante ventaja sobre los virales.8 

En este contexto, la terapia génica no viral es la administración de ADN o ácido 

ribonucleico (ARN) plasmídico codificando un gen local o sistémicamente produciendo o 

eliminando la expresión de una proteína, empleando un sistema de administración constituido 

por liposomas o por materiales poliméricos.9,7  En particular, durante los últimos años se ha 

utilizado dicha técnica para el tratamiento de diversas enfermedades como diabetes10, 

enfermedades neurológicas11, cáncer12, ente otras.  

Por tanto, la motivación de este estudio se centra en el uso de quitosano como 

acomplejante y encapsulante de las macromoléculas de ácidos nucleicos. Dado a las 

propiedades catiónicas del quitosano, así como las características biodegradables y 

biocompatibles, lo hacen un material adecuado y atractivo para su uso en la formulación de 

sistemas que puedan ser usados en medicina, farmacia y en la formulación de productos 

cosméticos.13 A la vez, tomando en cuenta la posibilidad de interacción con moléculas 

aniónicas, se pretende realizar un recubrimiento a base de fosfolípidos con el fin de aumentar 

la efectividad del encapsulado y su liberación. Este trabajo final de graduación se enmarca 

en el proyecto “Aplicación de la nanobiotecnología para el desarrollo de sistemas de 

transporte Carrier-in-a-Carrier para la transfección de ácidos nucleicos”. Se pretende con este 

trabajo unir los esfuerzos de dos grupos de investigación, como lo son el POLIUNA y el 

CENIBiot para la elaboración de un transportador de genes que en un futuro permita el 

tratamiento eficaz contra alguna o varias enfermedades. 
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CAPÍTULO II: MARCO TEÓRICO 

2.1 Sistemas nanotransportadores de compuestos bioactivos 

Un campo de potencial interés es el desarrollo de vehículos para el encapsulamiento 

y liberación de ácidos nucleicos. La molécula de ADN no solamente ha sido la base para el 

entendimiento de la vida humana, sino que recientemente con la terapia génica ha sido de 

gran interés incluyendo en investigaciones plásmidos que contienen transgenes, 

oligonucleótidos para aplicaciones antisentido y antigénicas, ribozimas, ADNzimas, 

aptámeros y RNA de interferencia. A pesar de que estas clases de compuestos han sido 

investigados y parecen ser promisorios para el tratamiento de un amplio rango de 

enfermedades tales como el cáncer, SIDA, Parkinson, Alzheimer y enfermedades 

cardiovasculares, aún no se encuentra la manera de aumentar su captación celular, disminuir 

su rápida degradación in vivo. Por lo anteriormente dicho, se requiere de un sistema de 

administración que pueda facilitar la internalización celular y preservar la actividad del 

compuesto activo.14 

El uso de nanoportadores como vehículo de liberación se ha convertido en una 

herramienta fuerte en el área de la biotecnología para el transporte de moléculas bioactivas 

hasta su sitio diana, ya sea de forma directa (in vivo) en la que la modificación genética de la 

célula es en el interior del organismo o indirecta (ex vivo) cuando la manipulación genética 

ocurre fuera del organismo, en un tubo de ensayo.15,16 

La reciente investigación en el área de la nanobiotecnología ha proporcionado 

numerosos avances básicos y aplicados en el sector de la salud. Los nanotransportadores o 

nanoportadores se han desarrollado para la administración de fármacos o como herramientas 

de diagnóstico eficientes.  Esto ya que los mismos permiten una interacción biomolecular 

dirigida y efectiva para reducir los posibles efectos secundarios causados durante el 

tratamiento.  

Actualmente existen diferentes métodos para la introducción de material genético:  

técnicas eléctricas, transfección mecánica y sistema de liberación asistidos por vectores. 

Entre las técnicas eléctricas y mecánicas se encuentran la microinyección,17 bombardeo de 

partículas,18 el uso de presión18 y la electroporación.19 Sin embargo, son técnicas que podrían 

resultar invasivas, destructivas y producir efectos secundarios considerables en el paciente. 
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Es por esto por lo que el sistema asistido por vectores ha sido el mayormente investigado 

durante los últimos años. Entre las propiedades ideales a tener en un sistema para la 

administración o entrega de ADN con fines terapéuticos están una alta eficiencia de 

transfección con una alta especificidad en células diana, baja citotoxicidad e 

inmunogenicidad, biodegradabilidad y estabilidad de la formulación, además de ser un 

sistema simple de formular y de fácil modificación para la personalización en la 

administración, entrega y expresión del ADN.14 Los nanotransportadores son en general 

nanopartículas coloidales ampliamente utilizadas para el transporte de un agente terapéutico 

o cualquier otra sustancia hacia un sitio objetivo en específico.20,21 Entre los diferentes 

nanotransportadores usados para esta aplicación se encuentran los nanoportadores orgánicos 

tales como: los nanotransportadores de lípidos sólidos, liposomas, dendrímeros, 

nanopartículas poliméricas y micelas. Así como también nanoportadores inorgánicos tales 

como: nanotubos de carbono, nanopartículas de oro, nanopartículas magnéticas, puntos 

cuánticos y sílice mesoporosa. Además, se han estudiado también sistemas híbridos en los 

cuales se pueden mezclar dos o más tipos de nanoportadores.20 

No obstante, los sistemas de administración se puede clasificar en dos grandes grupos, 

los sistemas de administración asistidos por vectores virales y los asistidos por vectores no 

virales.14 A pesar de que se ha visto que los vectores virales logran altas eficiencias de 

transfección incluso en  tipos de células difíciles de transfectar,22 también generan efectos 

secundarios, debido a la toxicidad del virus y siendo así de alto potencial en la generación de 

fuertes respuestas inmunes debido a su cápside proteica.23,24  

 

2.2 Transportadores virales y no virales de genes 

El desarrollo de medicamentos ha incluido una estrecha interacción de varios campos 

como la biología, la química y la farmacología para diseñar medicamentos de alta eficiencia. 

Durante los últimos 10 años, se han diseñado varios vectores virales y no virales para mejorar 

la administración de genes y fármacos. Sin embargo, a la hora de la elaborar un sistema 

eficiente de liberación de genes  se deben tomar varios aspectos clave como lo son: i) el tipo 

de transportador que se desea y su composición química; ii) posible interacción del vehículo 

con los componentes del suero sanguíneo; iii) su tiempo de circulación en el cuerpo y su 

biodistribución; iv) su escape de las células del sistema inmune y de los macrófagos; v) su 
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interacción con la superficie de la célula; vi) su activación de vías de apoptosis; vii) su 

penetración a  través de la membrana plasmática; viii) su liberación desde los endosomas ix) 

su entrada al núcleo; x) persistencia del mismo en el núcleo, entre otros aspectos a tomar en 

cuenta.25  

2.2.1 Transportadores virales 

Con el paso de los años los virus han desarrollado diversos mecanismos de entrada a 

las células, de preservación prolongada de su propio material genético dentro de las mismas, 

así como también varios mecanismos de supresión o modificación de los mecanismos de 

protección en el organismo huésped. La genética inversa se viene desarrollando desde 

aproximadamente 40 años. Para la mayoría de los virus, se pueden generar variantes 

recombinantes y la mayoría de ellos se han considerado como posibles vectores para la 

terapia génica.26  

Aunque en la actualidad solamente se utilizan pocos sistemas de administración viral, 

uno de los sistemas más exitosos para la entrega de fármacos en terapia génica disponibles 

en la actualidad son los vectores virales como los retrovirus, adenovirus, virus 

adenoasociados, virus del herpes, virus de la viruela, virus espumoso humano, y lentivirus. 

Para esto, todos los genomas de los dichos vectores virales son modificados eliminando 

algunas áreas de sus genomas de manera que su replicación se altere y los haga más seguros, 

sin embargo, los sistemas de transportadores virales presentan algunos problemas tales como 

su marcada inmunogenicidad que provoca la inducción del sistema inflamatorio conduciendo 

a la degeneración de las células transducidas y producción de toxinas resultando en 

mortalidad, mutagénesis por inserción y limitación en su capacidad transgénica.27 

Uno de los mayores problemas que han surgido con el uso de vectores virales para la 

terapia génica ha sido su ineficacia, estos al ser usados como vehículos no persistían en las 

células huésped lo que hacía que la expresión del gen de interés fuera en la mayoría de los 

casos de corta duración. No obstante, no solamente este tipo de situaciones se veían 

evidenciadas, sino que también otro tipo de resultados no deseados eran obtenidos, tales 

como reacciones adversas al tratamiento. En 1999 un paciente que fue tratado haciendo uso 

de un vector viral del tipo adenovirus, presentó síntomas de fiebre alta, daño hepático e 

incluso coagulación intravascular diseminada lo que lo llevó tiempo después incluso hasta la 

muerte, todo esto debido a una respuesta inflamatoria masiva que provocó una falla 
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multiorgánica.28–30 Un año después, se obtuvo por primera vez éxito en el tratamiento por 

terapia génica de 3 niños con un trastorno de inmunodeficiencia fatal haciendo uso de 

vectores virales, sin embargo este mismo tratamiento fue aplicado en otros pacientes, de los 

cuales algunos no obtuvieron resultados satisfactorios, desarrollando una enfermedad similar 

a la leucemia.28 Por estos y otras evidencias en los últimos años la terapia génica viral queda 

en segundo plano como última opción para el tratamiento de enfermedades genéticas. 

 

2.2.2 Transportadores no virales 

Los vehículos de liberación de genes no virales han sido reportados en la literatura, y 

se basan generalmente en lípidos y polímeros catiónicos. Los vehículos de administración 

catiónica interactúan electrostáticamente con la membrana celular e imitan efectivamente los 

vectores virales al entrar a través de varias vías de captación celular, dependiendo de sus 

formulaciones. 31  

Uno de los nanotransportadores o nanopartículas no virales más investigadas que 

actualmente ya se utilizan en el ámbito clínico son los liposomas (con tamaños entre los 20 

nm y 1 µm).32,33   

 

2.2.2.1 Vehículos de base polimérica 

Los polímeros o partículas poliméricas son otro tipo de nanotransportador no viral 

estudiado recientemente con los cuales se forma un nanosistema de conjugado polímero-

fármaco que sirve para la administración de fármacos donde varias moléculas del fármaco se 

unen covalente o electrostáticamente al polímero. Entre los polímeros más estudiados para 

este fin se encuentran el polietilenglicol (PEG), la poliéterimida (PEI), el dextrano, la 

dextrina y el quitosano.34,35 

El quitosano es un polímero derivado del biopolímero de quitina, un polisacárido 

natural muy abundante, que se encuentra en el exoesqueleto de los crustáceos cómo el 

cangrejo y el camarón. Químicamente el quitosano es un copolímero de la unión de -(1→4)-

2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (figura 1). Este 

es soluble en disoluciones acuosas ácidas (pH < 6,0), donde los grupos amino primarios en 

las unidades monoméricas de glucosamina se cargan al ser sensibles al pH.36 
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Figura 1. Estructura química del quitosano.37 

 

El valor de la pKa de los grupos amino de las unidades de D-glucosamina tiende a 

6,5 cuando el grado de desacetilación es superior al 75%, lo que origina que el quitosano 

experimente una transición de líquido a gel en medios acuosos. 38,39 

 Debido a sus características únicas de biodegradabilidad, biocompatibilidad, bio-

adhesión y carácter no tóxico, las partículas de quitosano son usadas en sistemas de liberación 

de fármacos, nanofibras, biosensores y películas comestibles. 40,41 Además, con respecto a su 

actividad biológica, el quitosano provee grandes beneficios, se ha reportado que el mismo 

posee la capacidad de mejorar la resistencia a las infecciones virales en las plantas, inhibir 

las infecciones virales en las células animales o prevenir las infecciones por medio de fagos 

en cultivos bacterianos, asimismo este es conocido como un potenciador inmunológico. 42,43 

Lee y colaboradores sintetizaron un quitosano hidrofóbicamente modificado 

mediante una reacción de acoplamiento. Las moléculas de dicho polímero se autoagregan y 

forman partículas de tamaño nanométrico que al interaccionar con las moléculas de ADN 

forman complejos. Dichos complejos retienen el escape del ácido nucleico hacia el entorno 

y logran una transfección en células mamíferas in vitro convirtiéndolo en un potencial 

sistema de liberación in vivo.44 

Los dendrímeros son macromoléculas sintéticas ramificadas pequeñas (entre 1-20 nm 

de diámetro) con un núcleo rodeado por múltiples capas con grupos terminarles superficiales 

activos, las múltiples cavidades hidrófobas o hidrófilas que se forman en el interior de la 

estructura tridimensional del dendrímero son adecuadas para el encapsulamiento de 

moléculas.45 
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2.2.2.2 Vehículos de base lipídica 

Los liposomas, son vesículas compuestas por fosfolípidos organizados en bicapas, 

poseen una fase acuosa interna y están suspendidas en una fase acuosa externa. Estos sistemas 

pueden encapsular en su estructura moléculas o compuestos activos de carácter hidrosoluble, 

liposoluble o anfifílicos, ya sea de forma conjunta o separada. Son de gran ayuda como 

protectores y transportadores de sustancias y compuestos activos que presentan problemas 

de solubilidad o son sensibles a factores físicos, químicos, degradativos y de desactivación 

(sistema inmunológico). Además, presentan biocompatibilidad, biodegradabilidad y no 

toxicidad.31,46,47 

Los lípidos son biomoléculas insolubles en agua, pero que presentan gran solubilidad 

en disolventes orgánicos como el cloroformo. Estos tienen cuatro diferentes funciones 

biológicas: sirven como moléculas comestibles, como almacenes de energía altamente 

concentrada, como moléculas señal o moléculas guía y como componentes de las membranas 

celulares. Los tres tipos principales de lípidos de la membrana celular son los glicolípidos, el 

colesterol y los fosfolípidos. De estos tres, los fosfolípidos son los lípidos más importantes 

de las membranas, ya que son muy abundantes en todas las membranas biológicas. Una 

molécula de fosfolípido está constituida básicamente por cuatro componentes: ácidos grasos, 

un esqueleto de glicerol al que se unen los ácidos grasos, un grupo fosfato y un grupo alcohol 

unido al fosfato. La función de los ácidos grasos es generar una barrera hidrofóbica, mientras 

que la función del resto de la molécula es proporcionar propiedades hidrofílicas de modo que 

le permita a la molécula interactuar con el entorno.48 

La formulación liposomal que contiene fosfolípidos (por ejemplo, DPPC, cuya 

estructura se muestra en la figura 2) ofrece espacio para la optimización en términos de carga 

superficial y estabilidad mecánica que tienen un efecto significativo en la transfección.31,49,50 

Además, se ha reportado que este mismo fosfolípido es termosensitivo, cuya temperatura de 

transición de fase es de 41°C, haciéndolo útil para una liberación controlada del compuesto 

activo en el sitio diana.51 

Lenzo y colaboradores52 estudiaron el comportamiento in vivo de las emulsiones 

utilizando diferentes fosfolípidos: EPC, DOPC, DMPC, DPPC y 1-palmitoil-2-

oleoilfosfatidilcolina (POPC) como emulsionante. En ese estudio, las emulsiones se 

prepararon en un tamaño de aproximadamente 150 nm, y la tasa de eliminación en plasma 
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de rata dependió principalmente de los tipos de fosfolípidos. Cuando estas emulsiones se 

inyectaron en la sangre de ratas conscientes, la tasa de eliminación de formulaciones 

utilizando DPPC como emulsionante fue la más lenta, lo que confiere una mayor 

biodisponibilidad a la formulación.  

El estudio de un lípido sintético que puede extender los tiempos de circulación 

finalmente da lugar al desarrollo de bicapas de injerto de polímero en el fosfolípido. Varios 

lípidos poliméricos conducen a tiempos de circulación prolongados, pero los más bien 

estudiados son los que consisten en PEG injertado en fosfatidiletanolamina (PE). Un ejemplo 

de este tipo de moléculas se muestra en la figura 2.51,53 

 

a) 

               

b) 

         

 

Figura 2. Estructuras químicas de los fosfolípidos a) PE-PEG2000 y b) DPPC.54 

 

Ciani y colaboradores realizaron un estudio en el cual liposomas con carga superficial 

de +48 mV fueron sintetizados haciendo uso de un fosfolípido de naturaleza zwitterión 

(DOPE) y otro catiónico (DOTAP) con el fin de formar complejos lípido-ADN o “lipoplejos” 

con tamaños menores a los 800 nm con posible potencial en transfección.55 Por otro lado, en 

la investigación realizada por Pierrat y compañeros se sintetiza un vector no viral al conjugar 

el fosfolípido DOPC con polietilenglicol, que puede entregar ADN de manera eficiente a las 

células diana, formando un complejo con el mismo y liberándolo con una toxicidad mínima.56 

 

Para aumentar la estabilidad de los liposomas, estos se pueden recubrir con polímeros. 

Por ejemplo, el recubrimiento con polietilenglicol ha permitido a los liposomas alcanzar 

tiempos de circulación estables, además de esta manera son acumulados selectivamente en 



10 

 

los sitios objetivos a través del efecto potenciado de permeación y retención, y tienen una 

mejor eficacia terapéutica. Por otra parte, la disminución de la carga superficial por el 

polietilenglicol también puede mejorar la vida media y la biodisponibilidad en el sitio de 

destino, y puede reducir los efectos secundarios.57 

Por otra parte, se sabe que los lípidos modificados con PEG se agregan usualmente a 

las formulaciones de vesículas con fosfolípidos usadas para la administración de fármacos 

para proporcionar un recubrimiento estérico en la superficie y de esta manera impedir la 

eliminación de las partículas por el sistema reticuloendotelial (RES). Esto prolonga la vida 

media plasmática circulante de la droga. La vida media plasmática del fármaco se puede 

ajustar o sintonizar desde varias horas hasta días, dependiendo del tamaño del PEG y los 

ácidos grasos unidos al anclaje lipídico.58,59 

 Por tanto, para este estudio se utilizarán dos fosfolípidos en específico para la 

formación de los liposomas: DPPC y PE-PEG2000.  

Otro tipo de nanotransportadores no virales estudiados similar a los liposomas son las 

micelas, las cuales poseen tamaños menores, aproximadamente entre los 10 y 100 nm de 

diámetro.60,61 Las micelas son dispersiones coloidales que consisten en moléculas 

tensoactivas anfifílicas discretas o polímeros anfifílicos que se agregan espontáneamente 

cuando están en agua, formando una estructura esférica con un núcleo hidrofóbico que tiene 

la capacidad de encapsular moléculas hidrofóbicas.62 

Las nanopartículas de lípidos sólidos son dispersiones coloidales compuestas por 

lípidos sólidos como ceras, ácidos grasos o glicéridos estabilizados por tensoactivos. En 

dichas nanopartículas el fármaco puede quedar atrapado dentro de la matriz lipídica, 

encapsulado o adsorbido a la superficie de las partículas preparado para ser liberado 

posteriormente dentro de las células diana.34 

Finalmente, también se pueden encontrar otras nanopartículas que sirvan como 

nanotransportadores no virales de biomoléculas activas tales como puntos cuánticos, 

niosomas y nanotubos de carbono.34,63 
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2.3 Citometría de Flujo 

La citometría es el proceso en el cual las características físicas y/o químicas de cada 

una de las células o partículas, de tamaños similares, son medidas.64 

La citometría de flujo es una técnica biofísica que permite analizar y cuantificar 

simultáneamente varias características celulares, donde las células son transportadas por 

medio de un fluido y que generan una señal al interferir con un haz de luz, todo esto haciendo 

uso de un citómetro de flujo. Este último, mide el tamaño, la granulosidad y la fluorescencia 

relativa de cada una de las células usando un sistema óptico en conjunto con uno electrónico 

que registra la forma en la que cada célula dispersa el haz de luz y emite fluorescencia.65 

La transfección de plásmidos es el primer paso en la generación de células eucariotas 

establemente transformadas, además es una herramienta útil utilizada para evaluar la 

expresión génica. En términos de transfección celular, con el fin de monitorear y maximizar 

la eficiencia de la transfección y el nivel de expresión del plásmido introducido, se utiliza 

frecuentemente un vector de tipo plasmídico que expresa la proteína de fluorescencia verde 

(GFP) en conjunto con la citometría de flujo, obteniéndose la información deseada de manera 

rápida y eficiente al tratarse de una técnica de alta sensibilidad y que permite la medición de 

varias muestras de manera simultánea.66 La técnica de citometría de flujo ha sido 

ampliamente utilizada durante los últimos años en estudios de terapia génica, como ejemplo 

de ello, se puede observar el trabajo realizado por Homann y colaboradores, en el cual se 

desarrolló un método de citometría de flujo confiable, reproducible, simple y rápido para 

potencialmente optimizar la eficiencia de transfección.67 
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CAPÍTULO III: OBJETIVOS 

Cuadro 1. Objetivos generales, específicos y actividades del proyecto. 

Objetivo general 

Estudiar el comportamiento físico-químico en nanotransportadores de ácidos nucleicos a base de complejos 

polímero-fosfolípidos, su viabilidad celular y eficiencia de transfección en células cancerosas. 

Objetivos específicos Actividades 

1. Formular nanotransportadores a 

base de complejos de polímeros 

hidrofílicos con vesículas 

fosfolipídicas. 

 

• Determinar la concentración de quitosano adecuada 

para lograr la formación del complejo. 

• Determinar las condiciones de pH, tamaño de 

partícula y carga superficial de las partículas de 

quitosano usadas para la formación del complejo. 

• Formular los nanotransportadores estables a base de 

los complejos de quitosano con vesículas 

fosfolipídicas. 

2. Caracterizar estructuralmente los 

complejos polímero-fosfolípidos 

con ácidos nucleicos. 

• Caracterizar las formulaciones por Dispersión de Luz 

Dinámica (DLS), Microscopía Electrónica de 

Transmisión (TEM) y Microscopía de Fuerza 

Atómica (AFM). 

• Evaluar la estabilidad en función del tiempo de las 

diferentes formulaciones. 

• Evaluar el efecto de los diferentes componentes de 

las formulaciones sobre sus características finales. 

3. Evaluar la viabilidad celular y 

eficiencia de transfección en 

células cancerosas de los 

complejos formulados. 

• Encapsular el agente terapéutico en los 

nanotransportadores. 

• Evaluar la viabilidad celular de los complejos en 

células cancerosas. 

• Evaluar la eficiencia de transfección de los 

complejos en células cancerosas. 
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CAPÍTULO IV: MATERIALES Y 

METODOLOGÍA 

4.1 Materiales 

Los fosfolípidos N- (Carbonil-metoxipolietilenglicol 2000) -1,2-diestearoil-sn-

glicero-3-fosfoetanolamina, sal sódica (PE 18:0/18:0-PEG 2000) y 1,2-dipalmitoil-sn-

glicero-3-fosfocolina (DPPC) fueron proporcionados por Lipoid. El quitosano de ultra bajo 

peso molecular fue obtenido de Glentham Life Sciences (PM de 20 kDa y grado de 

desacetilación del 90%). El ADN de tipo plasmídico con GFP (PM de 4,912x103 kDa) fue 

proporcionado por la empresa Speratum. Las células HeLa (ATCC® CCL-2™) fueron 

obtenidas por la empresa American Type Culture Collection (ATCC), la Lipofectamina® 

3000, Tripsina, Agarosa, solución tampón salina de fosfato (PBS), el AlamarBlue, TBE, 2-

propanol y los medios DMEM y Opti-MEM, fueron adquiridos de Thermo Fisher Scientific. 

El HEPES (≥99.5%), ácido cítrico (99%), cloruro de estaño (ll) dihidrato, ácido clorhídrico 

(37%), la ninhidrina y doxorrubicina (98.0-100.0%) fueron adquiridos de la empresa Sigma-

Aldrich. El GelRed de la empresa Biotium. La glicina (≥99.5%), el cloroformo, acetato de 

sodio y cloruro de sodio fueron adquiridos de J.T Baker. El dietilenglicol monoetil éter, ácido 

acético glacial (100%) y metanol fueron adquiridos de Merck. El hidróxido de sodio en 

pellets se obtuvo de Macron Chemical. 

 

4.2 Preparación y caracterización de las disoluciones de quitosano 

Una disolución de quitosano 0,5 mg/mL se preparó disolviendo el quitosano de ultra 

bajo peso molecular en una disolución amortiguadora de ácido acético y acetato de sodio 

(0,2M). Simultáneamente, otra disolución de quitosano fue preparada a la misma 

concentración en una disolución de ácido acético diluida. Ambas mezclas se dejaron agitando 

durante toda la noche a temperatura ambiente, posteriormente se esterilizaron en una 

autoclave y se almacenaron a 4 °C aproximadamente para su uso posterior. El tamaño de 

partícula y la carga superficial fue caracterizada mediante la técnica de DLS en un Zetasizer 

(Malvern Instruments, Nano-ZS90). Para la determinación del tamaño hidrodinámico, cada 

medición se realizó con un ángulo de 90 °C utilizando un láser de He-Ne y a una temperatura 
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de 25 °C. Además, cada una se realizó cinco veces con un mínimo de cinco corridas, cada 

una con una duración de 5s. 

El número de aminas libres presentes en el quitosano se determinó por medio del 

método de ninhidrina.68  Este método consiste en la reacción que se lleva a cabo entre aminas 

primarias y ninhidrina a pH 5,0 y a 100°C que resulta en compuestos de color púrpura 

detectables a 570 nm. Para esto se preparó una disolución madre de glicina 2 mM de la cual 

se obtuvieron por dilución concentraciones: 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, y 2.0 mM de esta para realizar 

una curva de calibración (anexos, figura 27), así como también un blanco. A 50µL de la 

muestra y estándares se les agregó 0,175 mL de la disolución de ninhidrina-buffer de citrato-

SnCl2 y se calentó a 100 °C por 20 minutos en un baño de agua. Luego de enfriarse a 

temperatura ambiente se añadió 1,25 mL de disolvente (2-propanol), se agitó por un minuto 

y se dejó reposar por 15 min desde que se sacó la muestra del baño maría. Finalmente se leyó 

la absorbancia de cada muestra (anexos, figura 28) a 570 nm en un espectrofotómetro UV-

Vis (Thermo Scientific, Evolution™ 220). 

 

4.3 Preparación y caracterización de las vesículas liposomales  

Se siguió la metodología descrita por Baghdan y colaboradores para la elaboración 

de los liposomas.31 

Los liposomas fueron preparados añadiendo los fosfolípidos DPPC y PE-PEG2000 a 

diferentes relaciones molares (1:1, 3:1 y 6:1 DPPC:PE-PEG2000) y se disolvieron en una 

mezcla de cloroformo: metanol 2:1 (v/v) usando un balón de fondo redondo de 50 mL. Por 

medio de un evaporador rotatorio (R-200, Büchi) se logró evaporar a 40°C el disolvente para 

obtener una película fosfolipídica delgada. 

Luego, se añadió una disolución amortiguadora de HEPES 10 mM (pH 7,4) a la 

película obtenida y se dejó agitando durante una noche. Posteriormente, se homogenizó la 

suspensión obtenida mediante el uso de un sonicador (Misonix S-4000).  

Se utilizó un miniextrusor (Avestin, Liposofast) para la reducción de diámetros de 

partículas. Este proceso consiste en hacer pasar a bajas presiones los liposomas a través de 

un filtro de policarbonato con cierto tamaño de poro (generalmente de los 100 a los 200 nm) 

varias veces de manera secuencial hasta obtener una distribución de tamaños razonablemente 

homogénea que rondará el tamaño del poro del filtro utilizado.69 Seguidamente la suspensión 
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se extruyó (21 veces) a través de membranas de policarbonato de 100 nm usando el 

miniextrusor. Las vesículas fueron analizadas en términos de tamaño de partícula y carga 

superficial mediante la técnica de DLS y AFM.  

Para complementar los análisis de caracterización de los liposomas, se empleó la 

técnica de TEM haciendo uso de un microscopio electrónico de transmisión (Hitachi, H-

7100). Se tomaron alrededor de 200 µL de muestra, añadiéndose a la rejilla de cobre, 

secándose a temperatura ambiente la misma y tomando la micrografía a un voltaje de 

aceleración de 100 kV. 

 

4.4 Preparación de nanopartículas de quitosano-ácido nucleico  

 Se siguió la metodología descrita por Bravo-Anaya y colaboradores para este 

apartado.70 Una disolución de quitosano previamente preparada a una concentración de 0,5 

mg/mL se filtró utilizando un filtro de jeringa de 0,5 µm. Para optimizar el completo 

acomplejamiento del ácido nucleico se realizaron diferentes formulaciones con diferentes 

relaciones nitrógeno: fósforo (N:P), agregando mediante micropipeta volúmenes de la 

disolución de quitosano sobre la disolución del ácido nucleico. Posteriormente la mezcla se 

agitó vigorosamente haciendo uso de un vórtex y se dejó incubando estáticamente a 

temperatura ambiente por 30 min. 

 Con el fin de evaluar la estabilidad de los complejos y su capacidad de retención del 

ácido nucleico se analizaron los complejos quitosano: ADN por medio de la técnica de 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para la preparación del gel se adicionó 1g de agarosa 

en 100 mL de buffer TBE 1X, luego se calentó la mezcla usando un horno microondas para 

lograr una disolución homogénea. Seguidamente se adicionó cuidadosamente en la bandeja 

y se dejó enfriar a temperatura ambiente. Finalmente se colocaron las muestras con buffer de 

carga (GelRed) en cada uno de los pozos y se corrió el gel a 100 volts por una hora. Para 

observar el avance de las muestras en el gel se utilizó un transiluminador (SlimlineTM, 

Spectroline). Además, se realizaron varias formulaciones a diferentes concentraciones de 

cloruro de sodio (NaCl) con el fin de observar el comportamiento o estabilidad de los 

complejos en presencia de un medio salino. Igualmente haciendo uso de disoluciones 

previamente preparadas de ácido clorhídrico (0,1M) e hidróxido de sodio (0,1M) se 
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modificaron los valores de pH de algunas formulaciones con el objetivo de observar su 

estabilidad. 

 

4.5 Preparación de partículas de quitosano/ácido nucleico/fosfolípidos 

(Lipoquitoplejos) 

 La formulación de lipoquitoplejos (LQPS) se llevó a cabo basado en la metodología 

descrita por Baghdan y colaboradores.31 La suspensión de vesículas liposomales filtradas y 

esterilizadas con un filtro 0,22 µm se adicionaron al complejo quitosano-ácido nucleico y se 

mezcló vigorosamente con el uso de un vórtex. Para optimizar la formulación de las 

nanopartículas del complejo final, diferentes relaciones molares PE-PEG2000: ADN y 

DPPC:PE-PEG2000 fueron evaluadas. Finalmente, la mezcla se incubó estáticamente 

durante una hora a temperatura ambiente. 

Para el ajuste del tamaño y la morfología de las nanoestructuras (lipoquitoplejos), se 

realizó un diseño experimental (ortogonal) basado en el método de Taguchi, pudiendo así 

estudiar los diferentes factores e interacciones que pueden afectar la formulación dentro de 

un número razonable de ensayos.71,72 Este método es una combinación de técnicas 

matemáticas y estadísticas incorporadas en un estudio empírico72, y se ha aplicado 

previamente a otras investigaciones como el desarrollo de fármacos y biosensores.71,73,74 La 

serie de ensayos que se establecieron tienen como objetivo determinar la combinación óptima 

de los parámetros que tienen mayor influencia en el rendimiento y la menor variación del 

objetivo del diseño.75 Con la información recolectada se espera determinar el impacto de cada 

variable sobre las propiedades físicas de los agregados, que indirectamente afectan los 

resultados obtenidos en los ensayos biológicos.76,77 

 

4.6 Caracterización de las partículas formuladas 

La caracterización del tamaño y carga superficial de las partículas formuladas se 

realizó por medio de la técnica de DLS y AFM. Los resultados fueron complementados por 

medio de la técnica de TEM. 

Para la toma de las micrografías por AFM primeramente se exfolió la superficie de 

mica donde se agrega la muestra, es decir, se le desprendió una capa superficial para 

aplanarla, usando cinta. Luego se extrajo 20 µL de la muestra y se depositaron sobre la mica. 
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Para fijar la muestra se utilizó nitrógeno gaseoso que se aplicó aproximadamente a 60° de la 

superficie para así poder eliminar los excedentes de líquido. Una vez fijada la muestra se 

colocó en el Microscopio de Fuerza Atómica (Park Systems, Park NX10) para la toma de 

datos. Finalmente, la misma se realizó en modo “no contacto”, utilizando dos tipos de puntas 

(PPP-NCHR y AC160TS). 

 

4.7 Evaluación de la viabilidad celular de los complejos 

La evaluación de la viabilidad celular se realizó tomando como base el método 

descrito por Zamora-Mora y colaboradores, en el cual se utiliza AlamarBlue como reactivo 

de ensayo de viabilidad celular, el cual contiene resazurina, un indicador redox fluorescente 

permeable a la membrana celular.78 Para esto, se utilizó la línea celular de cáncer HeLa, 

manteniendo las células por pasajes continuos o congeladas a -80 ° C. Las células se 

sembraron a una densidad de 12 500 células por pozo en placas de 96 pocillos de fondo 

transparente y paredes oscuras para fluorescencia y se incubaron por 24 h en un ambiente 

controlado de humedad, temperatura, y dióxido de carbono (CO2) en medio de cultivo 

DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10%. Finalizado el tiempo de incubación 

se eliminó el medio de cultivo y se realizó un lavado con PBS para luego agregar las 

nanoestructuras en una concentración que contenga 800 ng de ácido nucleico/pozo en el 

medio Opti-MEM y se incubaron las células por 24 h. Para el ensayo se realizaron dos 

controles con un fin comparativo, los controles realizados fueron Doxorrubicina como 

control negativo y Lipofectamina como control positivo. A las 24 h posteriores a la adición 

de los ácidos nucleicos se removió el medio de cultivo (Opti-MEM), se realizó un lavado con 

PBS y se agregó el medio de crecimiento DMEM con 10% de FBS. Se dejó incubando por 

un período de 24 y 48h. Pasado el tiempo de incubación se agregó el AlamarBlue, se incubó 

por 2h a 37 °C y después se procedió a realizar la medición de fluorescencia en el lector de 

microplacas (Synergy H1, Bio Tek) según las instrucciones del fabricante de la sal de 

resazurina (AlamarBlue). Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad celular 

promedio usando un control negativo de células HeLa sin tratar y como blanco el medio de 

cultivo con reactivo de AlamarBlue sin células con que interaccionar. Las pruebas se 

realizaron para tres muestras preparadas independientemente de cada formulación. 
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4.8 Evaluación de la eficiencia de transfección de los complejos  

 La evaluación de la eficiencia de transfección se realizó tomando como base el 

método descrito por Huang y compañeros.79 Se sembraron 12 500 células HeLa por pocillo 

en una placa de 96 pocillos en DMEM con 10% FBS y se incubaron por 24 h con el objetivo 

de obtener una confluencia del 80% al día siguiente. Finalizado el tiempo de incubación se 

eliminó el medio de cultivo y se realizó un lavado con PBS para luego agregar las 

formulaciones de tal manera que cada pocillo contenga 800 ng de ADN en el medio Opti-

MEM. Para los ensayos se realizó un control positivo de Lipofectamina con un fin 

comparativo. Una vez agregadas las formulaciones se dejaron en contacto las nanopartículas 

con las células por un período de 24h como espacio para que se pueda efectuar la 

transfección. Pasadas las 24h de transfección se removió el medio de cultivo (Opti-MEM), 

se realizó un lavado con PBS y se agregó el medio de crecimiento DMEM con 10% de FBS. 

Se dejó incubando por un período de 24 y 48h. Pasado el tiempo de incubación se procedió 

a remover el medio de cultivo de crecimiento y desprender las células con Tripsina. 

Finalmente se lee la placa de 96 pocillos utilizando un citómetro de flujo (Guava® 

easyCyte™ HT) que realiza el conteo de células de acuerdo con la florescencia emitida. Para 

la medición de cada muestra se recolectaron un total de 10000 eventos, el flujo utilizado fue 

de 0,59 µL/s con un tiempo de adquisición máximo de 210 s y a una temperatura de 22 °C. 

El equipo graficó automáticamente los datos para luego ser analizados y obtener la eficiencia 

de transfección de cada muestra, todo esto fue posible con el software del equipo. Las pruebas 

se realizaron para tres muestras preparadas independientemente de cada formulación. 
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CAPÍTULO V: RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN  

5.1 Preparación y caracterización de las suspensiones liposomales 

Se formularon diferentes relaciones de los fosfolípidos DPPC y PE-PEG2000 y se 

caracterizaron en cuanto a tamaño y carga superficial. 

Todas las dispersiones se prepararon en HEPES como solución tampón con el fin de 

simular el pH fisiológico (pH 7,0-7,4) a una concentración de 10 mM. 80,81 

En la figura 3 se presentan los resultados de tamaño y potencial zeta de las diferentes 

dispersiones fosfolipídicas dispersadas en HEPES.  

 

 

Figura 3.  Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los liposomas a diferentes relaciones molares DPPC: PE-PEG2000. 

 

Nótese que, la relación 1:1 mostró una polidispersidad mayor entre sus tres 

mediciones a la del resto de las formulaciones, la cual puede explicarse en términos de una 

mayor proporción de PE-PEG2000 que contribuye con la introducción de grupos 

voluminosos induciendo posiblemente la variación de la forma y del tamaño del liposoma. 

Este comportamiento ha sido observado por otros investigadores, tal como Li y compañeros 

donde sugieren que la estructura física y propiedades los liposomas puede ser afectada de 
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acuerdo con la concentración de “PE-PEG” al interno de la formulación, ya que los 

fosfolípidos compuestos por esta estructura tienden a tener una forma de cuña.82 De tal 

manera, la polidispersidad también puede relacionarse por la presencia de distintas 

morfologías de liposoma, la cual podría depender del contenido de PE-PEG2000 presente en 

la formulación.  

Como se puede observar la mayoría de las formulaciones mantienen un tamaño 

relativamente constante, dentro del intervalo de 100 a 200 nm. Sin embargo, la formulación 

de liposomas con la relación molar DPPC:PE-PEG2000 10:1 obtuvo un tamaño que supera 

los 400 nm (PDI de 0,336), desviándose completamente de la tendencia resultante; esto 

podría explicarse debido a un particular autoensamblado o a la agregación de los liposomas 

a esta relación, producto de las interacciones entre los extremos polares de los fosfolípidos. 

Claramente, la interacción a esta proporción induce la formación de agregados de mayor 

tamaño y polidispersidad, los cuales se podrían evidenciar por la desviación de los resultados 

de potencial zeta.  

En particular, el potencial zeta, depende de la naturaleza de la suspensión, las 

propiedades fisicoquímicas de las partículas como tamaño, concentración, composición y 

morfología.83 Los potenciales Z obtenidos para las formulaciones de los distintos liposomas 

se mantuvieron relativamente constantes dentro de un intervalo negativo (-11 a -16 mV). El 

aumento en la proporción molar del fosfolípido PE-PEG2000 no parece afectar 

significativamente el potencial zeta. No obstante, la formulación fosfolipídica con relación 

molar 10:1 presenta valores de potencial zeta variables desviándose de la tendencia 

completamente confirmando la presencia de agregación. Esta dependencia del potencial Z y 

la morfología de las partículas fue reportada por Retamal Marín y colaboradores, empleando 

partículas de dióxido de silicio (SiO2) y mediante la determinación de la movilidad de las 

partículas y su agregación sobre la distribución de sus cargas en dispersión.84 Una posible 

representación de la estructura del liposoma formado se muestra en la figura 4. 
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Figura 4. Representación esquemática de la estructura de un liposoma a base de los fosfolípidos DPPC y PE-

PEG2000. 

 

Se determinó que durante tres semanas las distintas formulaciones presentaron una 

adecuada estabilidad (figuras 29, 30 y 31). En el caso de la relación DPPC:PE-PEG2000 1:1, 

los tamaños se mantuvieron constantes dentro del intervalo de 180-200 nm; mientras que las 

formulaciones con relaciones de 3:1 y 6:1 no presentaron cambios respecto al tamaño. Como 

se mencionó anteriormente, la polidispersidad en el tamaño de las vesículas presentado por 

la relación molar 1:1 podría ser explicado en términos de atracciones intermoleculares debido 

a la presencia de la cadena polimérica de PEG2000 favoreciendo las interacciones de van der 

Waals. Un fenómeno similar fue observado en la investigación realizada por Abreu y 

colaboradores, donde las formulaciones liposomales que contenían una cadena polimérica de 

PEG resultaron en tamaños mayores.85 

Por otro lado, el potencial zeta de la formulación con una relación molar 1:1 tuvo un 

aumento a lo largo de las tres semanas de estudio. En contraste, los resultados obtenidos por 

los liposomas formulados con la relación molar 6:1, no registraron una variación 

significativa. Las ligeras variaciones podrían atribuirse a cambios a nivel estructural, los 

cuales a su vez podrían depender de la estabilidad de los liposomas en función del tiempo.  
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Los resultados de tamaño determinados mediante DLS fueron comparados con los 

obtenidos por medio de la técnica de TEM.86   

En la figura 5 se muestra la micrografía obtenida por la técnica de TEM de los 

liposomas formulados al mezclar los fosfolípidos DPPC:PE-PEG2000 en una relación molar 

1:1. Como se puede observar en la micrografía, los liposomas tienden a aglomerarse durante 

el proceso de preparación de la muestra, resultando en estructuras de forma irregular y de 

tamaño variable, tales como las marcadas como “A”, “B” y “C” en dicha figura. 

 

 

Figura 5. Micrografía TEM de los liposomas formados por los fosfolípidos DPPC: PE-PEG2000 en la 

relación molar 1:1, donde “A”, “B” y “C” representan algunas de las aglomeraciones observadas. 

 

Los resultados obtenidos por TEM fueron contrastados con los obtenidos mediante la 

técnica de microscopía de fuerza atómica. Esta técnica se basa en la percepción de fuerzas 

generadas entre una punta sumamente delgada (adjunta a un cantiléver) y la superficie de 

interés. Bajo principios de interferometría óptica es posible detectar la desviación del 

cantiléver y por lo tanto generar una imagen de la topografía de la superficie estudiada.87 No 

obstante, la obtención de imágenes correspondientes a muestras de liposomas, se dificultó 

inicialmente debido a su tendencia a aglomerarse y formar secciones de gran tamaño tras el 

proceso de secado.  

En la figura 6 se muestra la micrografía de los liposomas formulados con la relación 

molar DPPC:PE-PEG2000 3:1, los cuales fueron utilizados en formulaciones posteriores. 
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Como se observa en la figura 6, los liposomas formulados presentan tamaños entre los 100 y 

200 nm aproximadamente, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por medio de DLS. 

 

 

Figura 6. Micrografía de AFM sobre mica para la formulación liposomal con una relación molar DPPC: PE-

PEG2000 3:1 tomada a una escala de 2x2 μm. 

 

Para esta aplicación, la técnica de AFM retiene su mayor atractivo en el hecho de que 

la muestra no necesita ser modificada de alguna manera para poder ser detectada, además de 

que las mediciones generan imágenes de alta resolución incluso a escala nanométrica y 

medidas en tiempo real. Interesante notar en la figura 6, que a pesar de que la mayoría de los 

liposomas obtenidos en la micrografía de AFM resultaron en tamaños que concuerdan con 

los obtenidos por la técnica de DLS, también se pueden observar partículas con tamaños 

relativamente mayores. Este fenómeno fue estudiado por Ruozi y colaboradores donde 

efectivamente evidenciaron que después de varios minutos de estar la muestra depositada en 

la superficie de mica se observa una deformación en la forma de los liposomas resultando en 

formas más aplanadas y menos esféricas debido a una deshidratación progresiva de los 

mismos con el tiempo.88 
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5.2 Preparación y caracterización de disoluciones de quitosano a 

diferentes valores de pH 

Se preparó una disolución de quitosano a una concentración de 0,5 mg/mL y se evaluó 

el tamaño de la partícula y su carga superficial en función del pH. Los resultados se muestran 

en la figura 7, donde se registran valores de tamaño superiores a 300 nm y potenciales zeta 

entre +30 mV y +45 mV en un rango de pH entre 3,5 y 5,5. Se puede observar que conforme 

el pH aumenta, el valor de tamaño y potencial zeta disminuye, tendiendo a alcanzar valores 

cercanos a los 200 nm y +10 mV, respectivamente. Nótese que, a pH entre 4.5 y 5.5, los 

cambios no son significativos, permaneciendo los mismos tamaños de partícula y potenciales 

zeta. Este efecto ha sido observado también en otras investigaciones, tal como la realizada 

por Saïed y Aïder, quienes observaron que tanto para quitosano de bajo peso molecular, como 

también para quitosano de alto peso molecular los valores de potencial zeta resultaban menos 

positivos (disminuían) conforme el valor de pH aumenta.89 

 

 

Figura 7. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

disoluciones de quitosano a diferentes valores de pH. 

 

 En la figura 7, se nota la dependencia del tamaño de partícula y potencial zeta del 

quitosano en función del pH, en la cual, a su vez, se demuestra la sensibilidad del polímero 

por los cambios de pH.  
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El quitosano está constituido por un alto porcentaje de aminas primarias en su 

estructura que a valores de pH ácidos (menores a su pKa de 6,5) se protonan permitiendo al 

polímero solubilizarse en disoluciones ácidas diluidas. Conforme el pH de la disolución se 

vuelve más ácido es de esperar que aumente tanto el tamaño de partícula, así como el 

potencial zeta. Esto se puede explicar en términos de una mayor proporción de aminas 

protonadas que inducen la repulsión entre las cadenas del polímero, causando que su 

estructura de ovillo estadístico se expanda resultando en tamaños mayores y una carga 

superficial positiva. En contraste, conforme se aumenta el pH de la disolución, se observa 

una disminución en el tamaño de partícula, debido a una disminución en las interacciones de 

repulsión en la macromolécula, induciendo a la compactación de las cadenas. Este resultado 

fue obtenido también en la investigación realizada por Liu y Gao, en la cual se observa el 

mismo comportamiento (dentro del rango de pH desde 3,5 a 5,5) respecto a la disminución 

tanto en el tamaño de partícula como del potencial zeta conforme aumenta el pH de la 

disolución, al realizar una caracterización de tamaño y potencial zeta.90  

El contenido de aminas libres del quitosano se determinó mediante el método de 

ninhidrina resultando en 43,9 mol N/mol quitosano. La reacción solamente se da con las 

unidades de 2-amino-2-deoxi-β-d-glucopiranosa (grupos amino primarios del quitosano) 

produciendo un complejo coloreado. El espectro de absorción se realizó entre 325 y 750 nm, 

obteniéndose un máximo a 570 nm, el cual es característico de la formación de 

dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina, también llamado púrpura de Ruhemann. Cabe 

mencionar que cierta desviación puede resultar en la determinación debido a que la reacción 

entre el quitosano y ninhidrina no se da en un 100%. Esto se puede deber a factores como la 

polidispersidad del polímero, aminas no protonadas, impedimento estérico y la 

nucleofilicidad del grupo amino; tal y como fue reportado por Sabina Prochazkova y 

colaboradores.91 No obstante, se ha demostrado en investigaciones similares que el método 

resulta adecuado para la determinación de la cantidad de aminas primarias experimentales 

disponibles en polímeros, tomando en cuenta además las ventajas que lo hacen de gran 

atractivo, tales como su rapidez, sensibilidad, precisión, reproducibilidad y bajo costo.92 

Finalmente, cabe mencionar que como en cualquier técnica convencional, los resultados se 

pueden ver afectados por consideraciones tales como la fuerza iónica de los solventes, 

temperatura y el valor de pH de las disoluciones a evaluar.93 
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5.3 Preparación y caracterización de los complejos quitosano: ADN 

El quitosano es un polisacárido policatiónico que puede interaccionar 

electrostáticamente por medio de las cargas positivas de sus grupos amino con la 

macromolécula de ADN que tiene un carácter polianiónico.94  

En este estudio se evaluaron diferentes relaciones nitrógeno: fósforo (N:P) del 

complejo quitosano: ADN plasmídico para posteriores evaluaciones biológicas. El 

comportamiento del tamaño y potencial zeta se evaluó a tres valores de pH (4,0; 5,0 y 5,5) 

mediante la técnica de DLS. En la figura 8 se muestran los resultados de potencial zeta y 

tamaño para las formulaciones de complejos quitosano: ADN a pH 4,0. Inicialmente, la 

formulación con la relación N:P 2:1 presentó un tamaño de aproximadamente 200 nm, este 

tiende a disminuir al aumentar la relación N:P hasta 6:1. Conforme se sigue aumentando la 

relación nitrógeno: fósforo se observa un ligero y continuo aumento en el tamaño de las 

nanopartículas. Este comportamiento fue observado también por Sreekumar y colaboradores, 

donde al realizar un estudio de los parámetros que influencian el tamaño de las nanopartículas 

de quitosano obtuvieron que el aumento en la concentración del polímero es directamente 

proporcional al aumento en el radio hidrodinámico promedio de las nanopartículas 

formadas.95 Interesante notar que la relación N:P 18:1 preparada a pH 4 presenta la mayor 

incertidumbre respecto a las demás formulaciones, debido posiblemente al exceso de 

quitosano en el medio y a la repulsión electrostática entre sus cadenas poliméricas.  

Por otro lado, la formulación con la relación quitosano: ADN 2:1 registra un potencial 

zeta relativamente bajo (+10 mV), el cual se vuelve más positivo al aumentar la relación N:P. 

Dicha tendencia se puede explicar por una mayor cantidad de aminas protonadas presentes 

en el complejo polimérico.  Este comportamiento ha sido observado por Ing y colaboradores 

al estudiar la dependía del tamaño de partícula y el potencial zeta en función de la 

concentración de quitosano con diferentes pesos moleculares.96 

 

 



27 

 

 

Figura 8. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los complejos quitosano: ADN ampliado a más relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en ácido 

acético a un valor de pH de 4,0. 

 

Por su parte, las figuras 9 y 10 se muestran los resultados de las mismas relaciones 

estudiadas a un pH de formulación de 5,0 y 5,5 respectivamente. Se puede observar que el 

comportamiento es similar a las formulaciones realizadas a pH 4,0. Esto implica que el pH 

de la disolución de quitosano utilizado tiene un impacto significativo en la carga superficial 

final del complejo, mas no tanto en su tamaño. 
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Figura 9. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los complejos quitosano: ADN a las diferentes relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en ácido 

acético a un valor de pH de 5,0. 

 

 

Figura 10. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los complejos quitosano: ADN ampliado a más relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en ácido 

acético a un valor de pH de 5,5. 

 

Asimismo, de acuerdo con los resultados se evidencia que a un pH menor de 

formulación se alcanzan valores de potencial zeta más positivos, debido a una mayor 

disponibilidad de aminas protonadas en disolución. 
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Después de observar la tendencia respecto a las características de tamaño y potencial 

zeta del amplio rango de relaciones N:P formuladas, se siguió el estudio solamente con las 

relaciones N:P 2:1, 9:1 Y 15:1 reduciendo ligeramente los valores de pH a 4,0; 4,5 y 5,0 con 

el fin de obtener valores más alto de potencial zeta. Además, se ha evidenciado que la 

presencia de sales en el medio en el cual se encuentran las nanopartículas de quitosano, no 

cambia la tendencia de las mismas respecto a su tamaño y potencial zeta, tal y como se puede 

observar en la investigación realizada por Picola y colaboradores, en la cual, se puede notar 

que a pesar de que los valores de tamaño y potencial zeta aumentan y disminuyen 

respectivamente con el incremento en la fuerza iónica del medio, la tendencia o 

comportamiento (de aumento/disminución) de ambos parámetros es el mismo al variar la 

relación N:P en comparación con las formulaciones que presentan una baja concentración de 

sales en el medio. Asimismo se sugiere que la presencia de sales en las formulaciones  

quitosano: ADN puede generar una conformación óptima de las nanopartículas, aumentando 

su eficiencia de transfección.97 Por lo anterior, se prosiguió con el presente estudio 

disolviendo el polímero  en una disolución amortiguadora de ácido acético y su sal de sodio 

(acetato de sodio), de esta forma, se evaluó también el tamaño y potencial zeta de las 

formulaciones con las relaciones N:P de 2:1, 9:1 y 15:1 a pH de 4,0; 4,5 y 5,0 formuladas en 

medio buffer. 

En las figuras 11, 12 y 13 se presentan los resultados obtenidos de la caracterización 

de tamaño y potencial zeta de las formulaciones, realizada por medio de la técnica de 

dispersión de luz dinámica. 
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Figura 11. Promedio de tamaño de partícula y carga superficial de tres muestras preparadas 

independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano 

en buffer de ácido acético-acetato de sodio a pH 4,0. 

 

 

Figura 12. Promedio de tamaño de partícula y carga superficial de tres muestras preparadas 

independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano 

en buffer de ácido acético-acetato de sodio a pH 4,5. 
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Figura 13. Promedio de tamaño de partícula y carga superficial de tres muestras preparadas 

independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano 

en buffer de ácido acético-acetato de sodio a pH 5,0. 

 

Al comparar los resultados obtenidos en las formulaciones realizadas en buffer 

(figuras 11,12 y 13) con las preparadas en ácido acético diluido (figuras 8, 9 y 10); se observa 

un aumento en el tamaño de partícula y una mayor polidispersidad de los nanoencapsulados. 

Las sales presentes en el medio interaccionan con los grupos amino y grupos fosfato 

presentes en las macromoléculas induciendo una reducción en la interacción entre ambos 

polielectrolitos resultando en la desestabilización estructural de los complejos y una menor 

compactación del complejo quitosano: ADN. Por otro lado, nótese que se obtienen valores 

de potencial zeta más positivos, lo cual se podría explicar en términos del efecto 

amortiguador proporcionado por el medio buffer, evitando que el pH de la formulación pueda 

aumentar de manera importante al mezclar la disolución de quitosano con los otros 

componentes de la formulación (disueltos en agua). Este comportamiento es comparable con 

los resultados obtenidos por Nimesh y colaboradores, donde al estudiar el efecto que presenta 

tanto el pH como la concentración de sales en la disolución sobre las características finales 

del complejo, se observó un aumento en el tamaño y la carga superficial, posiblemente por 

la descompactación de la formulación proporcionada por la presencia de un medio buffer 

salino.98 
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En la figura 14 se muestra la micrografía de AFM para los complejos quitosano: ADN 

con la relación N:P 9:1. En la micrografía se puede observar la presencia de las partículas, 

las cuales luego de ser medidas con el software del AFM “Park SmartAnalysis”, presentaron 

un tamaño promedio alrededor de los 130 nm, ligeramente menor al obtenido por la técnica 

de DLS. Este resultado se puede explicar por la deshidratación que sufre la muestra durante 

el proceso de secado en la preparación el espécimen antes de ser medida en el microscopio. 

Este efecto también ha sido observado en otras investigaciones, tal como la realizada por 

Gennaro y colaboradores, en la cual, al realizar un estudio del efecto del estado de las 

vesículas a la hora de la medición, se obtiene que para aquellas húmedas el espesor es mayor 

en comparación con las muestras secadas previamente a la medición.99 

 

 

            Figura 14. Micrografía de AFM de los complejos quitosano: ADN a una relación N:P 9:1, utilizando 

el quitosano en buffer de ácido acético-acetato de sodio a pH 4,0 sobre mica. 

 

5.4 Determinación de la capacidad de encapsulamiento del ADN 

La electroforesis ha sido una técnica utilizada para obtener información respecto al 

grado de encapsulamiento del ácido nucleico en partículas de quitosano: ADN.100 En este 

estudio se utilizó esta técnica para evaluar el encapsulamiento y la estabilidad de diferentes 

formulaciones de nanoencapsulados en función del tiempo, pH y concentración salina. Las 

mismas se llevaron a cabo en medio acuoso y luego fueron diluidas con medio Opti-MEM. 
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Para este estudio se empleó GelRed, el cual es un tinte fluorescente, ultrasensible, estable y 

ambientalmente seguro comparado con el bromuro de etidio.101 

El resultado obtenido de los complejos formulados en medio acuoso y utilizando el 

quitosano disuelto en ácido acético se muestra en la figura 15. Como se puede observar, el 

pozo control (solamente ADN) logró desplazarse considerablemente en comparación a las 

muestras preparadas a pH 4,0 (B, C, D y E), en las cuales se observa poco o nulo 

desplazamiento del ácido nucleico. Esto podría ser explicado en términos de una interacción 

electrostática efectiva entre las macromoléculas, induciendo el encapsulamiento del ADN 

por parte del quitosano. En contraste, el comportamiento de las muestras formuladas 

empleando quitosano en medio acuoso a pH 5,5 (muestras F, G, H e I) se observa una ligera 

migración del ADN aproximadamente a un 60% del gel, lo cual sugiere una menor retención 

de moléculas de ADN en la matriz del quitosano. 

 

 

 

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa realizada a las muestras de complejos quitosano: ADN luego de 1h 

de haber sido formulados (A: control ADN plasmídico; B: Relación N:P 2:1 pH 4,0; C: Relación N:P 6:1 pH 

4,0; D: Relación N:P 9:1 pH 4,0; E: Relación N:P 12:1 pH 4,0; F: Relación N:P 2:1 pH 5,5; G: Relación N:P 

6:1 pH 5,5; H: Relación N:P 9:1 pH 5,5; I: Relación N:P 12:1 pH 5,5), utilizando el quitosano disuelto en 

ácido acético. 

 

 De manera comparativa, en la figura 16 se muestran los resultados de la electroforesis 

realizada a los complejos quitosano: ADN (utilizando quitosano disuelto en ácido acético) 

tras una hora de haber sido diluidos en Opti-MEM (complejos quitosano: ADN a las 

relaciones 2:1, 6:1, 9:1, 12:1, 15:1, 18:1 y un control positivo de ADN). Se puede observar 

que, bajo estas condiciones, en ninguno de los complejos el ADN logra migrar. Esto sugiere 
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una fuerte interacción entre el quitosano y el ADN en presencia de este medio y como 

consecuencia una adecuada estabilidad de las partículas.31  

 

Figura 16. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN 

(utilizando quitosano disuelto en ácido acético), después de una hora de haber sido diluidas en Opti-MEM y 

haber alcanzado un pH final de 6,0. 

 

Interesante notar, que las mismas muestras tras un período de 24 y 48 h no presentan 

cambios significativos, lo cual sugiere una adecuada estabilidad de los nanoencapsulados 

inducida por las fuerzas de atracción electrostática entre el quitosano y el ADN (anexos, 

figuras 32 y 33 respectivamente). 

 El efecto del pH y salinidad sobre la estabilidad del complejo se evaluó sobre la 

relación con menor contenido de quitosano (relación 2:1 quitosano/ADN) mediante la técnica 

de electroforesis. La muestra se diluyó con Opti-MEM y posteriormente haciendo uso de una 

disolución de NaOH 0,1 M se ajustó el pH a un valor de 8. Paralelamente, la concentración 

de sal fue ajustada a 10 mM para la misma relación N:P. En la figura 17a se puede observar, 

que el aumento del pH no induce ningún cambio en la estabilidad del complejo indicando 

que la interacción electrostática en la estructura del nanoencapsulado prevalece.  Esto sugiere 

además que esta formulación puede ser usada en un rango de pH por encima de la pKa del 

quitosano (6.5), lo cual podría facilitar su transfección en células, ya que la misma es 

altamente dependiente del pH del medio de transfección.102 
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a)                              

 

 

 

 

Figura 17. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa para la formulación 2:1 quitosano: ADN 

(utilizando quitosano disuelto en ácido acético). a) En medio Opti-MEM a un pH de 8 y b) a 10 mM NaCl. 

 

La evaluación del efecto de la fuerza iónica del medio sobre la estabilidad de las 

formulaciones se muestra en la figura 17b. Se puede observar un ligero desplazamiento en la 

formulación a una concentración de NaCl de 10mM, sugiriendo un fenómeno de 

desestabilización estructural que permite la liberación del ADN. Lo anterior concuerda con 

los resultados obtenidos por Pfeifer y colaboradores en los que al evaluar el efecto de la 

fuerza iónica del medio, se nota una ligera liberación del ADN posiblemente debido a una 

desestabilización de la interacción electrostática de los complejos por la adición de iones 

cloruro y sodio.97 Los estudios realizados han comprobado que la adición de sales de bajo 

peso molecular inducen la disociación complejos polielectrolíticos y consecuentemente 

podrían resultar en una mayor transfección de los nanoencapsulados sobre las células.103  

Basados en estos resultados, el estudio se complementó preparando disoluciones de 

quitosano a diferentes valores de pH, utilizando una disolución tampón de ácido acético-

acetato de sodio como disolvente. Se prepararon tres diferentes disoluciones de quitosano en 

buffer, a pH 4,0; pH 4,5 y pH 5,0. 

Como se puede observar en la figura 18, en las pruebas de electroforesis las 

formulaciones con una relación N:P 2:1, independientemente del pH del buffer utilizado, 

presentan una banda característica del ADN teñido, lo cual puede estar asociado a la 

desestabilización del complejo en un medio salino. Sin embargo, al diluir cada una de las 

formulaciones en el medio Opti-MEM (figura 19) las bandas desaparecen, lo cual podría 

b) 
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asociarse a una posible interacción entre las moléculas de ADN y las sustancias presentes en 

el Opti-MEM. 

 

 

Figura 18. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a las formulaciones de quitosano: ADN 

(utilizando el quitosano en un buffer de ácido acético-acetato de sodio), a diferentes relaciones N:P. 

 

Figura 1920. Electroforesis realizada a los complejos quitosano: ADN (utilizando el quitosano en un buffer de 

ácido acético-acetato de sodio) diluidos en medio Opti-MEM a diferentes relaciones N:P. 

 

En las figuras 20A, 20B y 20C se observan los resultados de electroforesis 

correspondientes a las formulaciones quitosano: ADN con las diferentes relaciones N:P 
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(utilizando quitosano en buffer), evaluadas a diferentes intervalos de tiempo (0, 24 y 48 h) 

con el fin de evaluar la estabilidad.  
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Figura 20. Pruebas de electroforesis realizadas en gel de agarosa a las formulaciones quitosano: ADN 

(utilizando el quitosano en un buffer de ácido acético-acetato de sodio) a diferentes relaciones N:P, tanto en 

su medio de formulación (A: 0 h; B: 24 h y C: 48 h) como también diluidas en medio Opti-MEM (D: 0 h; E: 

24 h y F: 48 h) con el fin de medir su estabilidad en el tiempo. 
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Se puede notar en la figura 20A algunas bandas correspondientes al desacoplamiento 

del ADN en el complejo con quitosano. Este efecto parece ser evidente en la relación N:P 

2:1, mientras que en las demás formulaciones no se presenta este fenómeno de manera 

significativamente. Por otro lado, en las figuras 20B (24 h) y 20C (48 h) no se registra 

ninguna de las bandas observadas anteriormente, asociadas al desensamblaje del complejo. 

Este fenómeno ha sido obserdo en otras investigaciones, tal como la realizada por Kim y 

colaboradores, en la cual se evidencia que el ADN que no queda atrapado dentro del complejo 

se degrada con el tiempo al quedar desprotegido y expuesto al ambiente. Por lo anterior, en 

este estudio se sugiere que el fenómeno observado se debe a que conforme pasa el tiempo 

después de que las formulaciones fueron preparadas se da una degradación del ADN que 

queda libre en solución.104 

De manera similar, los complejos diluidos con medio Opti-MEM (figuras 20D, 20E 

y 20F) no registran ninguna banda característica del desacoplamiento del nanoencapsulado. 

Además, cabe destacar que al diluir la formulación en el medio Opti-MEM, se obtiene un 

valor de pH cercano a 7,0 en las formulaciones con una relación N:P 2:1 (anexos, cuadro 6), 

cercano al pH fisiológico (7,4),105  lo que la convierte en una potencial formulación para ser 

evaluada en las pruebas de viabilidad celular y eficiencia de transfección. 

 

5.5 Preparación y caracterización de complejos quitosano/ADN 

modificados con fosfolípidos (lipoquitoplejos) 

La palabra “lipoquitoplejos” se define a partir de las nanopartículas formuladas, 

donde el ácido nucleico se encuentra encapsulado por una primera capa compuesta del 

policatión quitosano y otra más externa compuesta por los fosfolípidos PE:PEG-2000.106 

En la figura 21 se muestran los resultados de tamaño y potencial zeta de las 

nanopartículas (utilizando el quitosano en un buffer de ácido acético-acetato de sodio) 

resultantes de las formulaciones del diseño ortogonal (cuadro 2).  
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Cuadro 2. Diseño ortogonal planteado, elaborado y tomado como guía para cada una de las formulaciones 

(usando la relación N:P 9:1). 

Formulación del 

ortogonal 

DPPC:PE-PEG2000 

(molar) 

pH (quitosano) PE-PEG2000: ADN 

(molar) 

1 6:1 4,0 5000:1 

2 1:1 5,0 2500:1 

3 6:1 5,0 1000:1 

4 1:1 4,5 5000:1 

5 3:1 5,0 5000:1 

6 6:1 4,5 2500:1 

7 3:1 4,0 2500:1 

8 3:1 4,5 1000:1 

9 1:1 4,0 1000:1 

 

 

 

Figura 21. Promedio de tamaño de partícula y carga superficial de tres muestras preparadas 

independientemente de las diferentes formulaciones del diseño ortogonal (utilizando el quitosano en un buffer 

de ácido acético-acetato de sodio). 
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Respecto a los resultados obtenidos, en general la adición de los liposomas no afecta 

significativamente el tamaño de los complejos quitosano: ADN formulados, resultando en 

partículas con tamaños entre los 200 y los 400 nm. Interesante notar, que la adición de 

fosfolípidos no generó en el tiempo una agregación del sistema, lo cual indica una adecuada 

estabilidad del complejo formado. Asociado a esto, se determinó que los valores de potencial 

zeta se mantuvieron en el rango entre +15 y +30 mV. En este contexto, Zhang y 

colaboradores, sugieren que el tamaño de las nanopartículas está asociada la efectividad de 

las interacciones electrostáticas entre los componentes iónicos, donde aquellas partículas más 

pequeñas y compactas son producto de una mayor atracción entre cargas opuestas o de una 

mayor magnitud provenientes de cada uno de sus componentes.107,108 Esto indica que los 

complejos quitosano-ADN pudieron haber sido modificados de forma parcial en su 

superficie, resultando aún valores de tamaño y cargas superficiales similares a las discutidas 

anteriormente en las figuras 11-13, prevaleciendo una partícula compacta y una superficie 

catiónica debido a la presencia de los grupos amino del quitosano. Una posible representación 

de la estructura de los lipoquitoplejos se muestra en la figura 22. 

 

 

Figura 22. Representación gráfica de la posible estructura final de un lipoquitoplejo. 
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Sin embargo, los sistemas reportados en la literatura muestran que las formulaciones 

con características catiónicas son utilizadas como sistemas de liberación génica sobre 

diferentes líneas de células cancerosas como las de tipo HeLa, HEK, entre otras. 109 Por lo 

tanto, considerando los valores de tamaños y de potencial zeta obtenidos, los sistemas 

estudiados podrían ser de potencial interés para esta aplicación. 

Para evaluar la importancia de cada una de las variables establecidas  en el diseño 

ortogonal sobre los resultados tanto de tamaño de partícula como de carga 

superficial/potencial zeta de cada una de las formulaciones, se realizó el tratamiento 

estadístico de los datos usando el programa denominado “SPSS Statistics” de la empresa 

IBM como ha sido realizado también en otras investigaciones similares.110 Para evaluar las 

diferentes variables se utilizaron específicamente dos parametros, el coeficiente 

estandarizado beta que brinda información acerca del impacto de la variable independiente 

sobre la variable dependiente en una muestra dada. La significancia indica el porcentaje con 

el cual los cambios observados sobre la variable dependiente se deben a factores aleatorios y 

no debido a un cambio ralizado en la variable independiente evaluada. De tal manera que se 

consideran como significativas aquellas con un valor menor o igual a 0,05 o 5%.111,112 Los 

resultados se resumen en los cuadros 3 y 4.  

 

Cuadro 3. Análisis estadístico del  diseño ortogonal sobre la variable tamaño de partícula.  

Resultado analizado: Tamaño 

Variable en el ortogonal Coeficiente estandarizado Beta Significancia 

DPPC:PE-PEG2000 (molar) 0,107 0,584 

pH -0,163 0,409 

PE-PEG2000:ADN (molar) 0,322 0,109 

 

Cuadro 4. Análisis estadístico del  diseño ortogonal sobre la variable carga superficial (potencial Z). 

Resultado analizado: Potencial Z 

Variable en el ortogonal Coeficiente estandarizado Beta Significancia 

DPPC:PE-PEG2000 (molar) -0,054 0,779 

pH -0,280 0,156 

PE-PEG2000:ADN (molar) -0,283 0,152 
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Se puede observar en los resultados que considerando el coeficiente estandarizado 

beta la variable que tiene una mayor importancia es la relación PE-PEG2000:ADN (molar) 

tanto para tamaño como para potencial zeta, sin embargo al tomar en cuenta las  las 

significancias se puede notar que no existe ninguna variable que sea significativa 

estadísticamente (≤ 0,05). 

5.6 Determinación de la eficiencia de transfección de los complejos 

formulados 

 La evaluación de la eficiencia de transfección se realizó mediante la técnica de 

citometría de flujo. Esta es una técnica que permite la detección rápida y sencilla de células 

o partículas, cuya medición se realiza al hacer fluir estas a través de un punto donde se cruzan 

con un láser. Esto permite que la detección y medida de los parámetros de interés sea 

realizada de manera individual para cada una de las partículas implicadas, pudiendo realizar 

un posterior análisis estadístico de los datos. Además, al analizarse una gran cantidad de 

partículas de forma simultánea le confiere a esta técnica una adecuada confianza.113 

Para evaluar la eficiencia de transfección, se formularon diferentes complejos 

quitosano: ADN y quitosano: ADN: fosfolípidos (utilizando una disolución de quitosano en 

un buffer de ácido acético-acetato de sodio). Como control negativo se tomaron las células 

HeLa sin ser tratadas con las formulaciones preparadas, mientras que como control positivo 

se utilizó un reactivo de transfección comercial (Lipofectamina).114 La doxorrubicina se 

empleó como control positivo de toxicidad, facilitando la diferenciación entre las células 

HeLa vivas y las células muertas durante las mediciones en el citómetro de flujo. A partir del 

valor tomado como control negativo, se analizaron las células ya tratadas con los diferentes 

tipos de complejos formulados. La población de células tratadas y exitosamente 

transfectadas, son detectadas mediante la emisión de fluorescencia, como expresión de la 

GFP cuyo gen se encuentra en el ADN acomplejado con el quitosano. De manera similar al 

estudio realizado por Zheng y colaboradores, donde el GFP es detectado por citometría de 

flujo al evaluar la eficiencia de transfección de nanopartículas de quitosano insertadas vía 

mucosa gastrointestinal.115 

En las figuras 23 y 24 se muestran los resultados de eficiencia de transfección 

obtenidos para las formulaciones quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P (N:P 2:1 

utilizando a la hora de la formulación, la disolución de quitosano a pH 4; N:P 9:1 y 15:1 
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utilizando quitosano a pH 5), después de un tiempo de 24 y 48 h respectivamente. Cabe 

mencionar que las formulaciones evaluadas presentaron un pH final cercano a la neutralidad 

(7,0) tal y como se indica en el cuadro 6 de la sección de anexos, donde se muestra el pH 

final de cada formulación luego de haber sida diluida en medio Opti-MEM. 

Como se puede observar, las formulaciones quitosano: ADN a diferentes relaciones 

N:P registraron eficiencias de transfección muy similares entre 7 y 11 % en promedio. Este 

resultado inesperado por parte de las relaciones N:P más grandes podría ser explicado en 

términos de un fuerte acomplejamiento entre los polielectrolitos, induciendo a que menor 

cantidad de ADN esté disponible y pueda interaccionar con las células. Además, los 

resultados son reforzados con los obtenidos en los experimentos de electroforesis, en los 

cuales no se observó una banda visible de ADN en la mayoría de los casos, indicando una 

retención excesiva del ácido nucleico dentro del complejo por parte del quitosano, debido a 

la fuerte atracción electrostática entre las macromoléculas y consecuentemente dificultando 

la liberación del ADN plasmídico. El quitosano como portador de ácidos nucleicos ha sido 

ampliamente estudiado y se ha evidenciado que a una mayor relación N:P se puede obtener 

mayor eficiencia de transfección, no obstante, a relaciones muy altas puede existir una unión 

demasiado fuerte entre ambas macromoléculas reduciendo la capacidad de liberación del 

ácido nucleico resultando en una menor eficiencia de transfección.116  En contraste, estudios 

similares realizados por por Ishii y colaboradores registran eficiencia de transfección de 

complejos quitosano: ADN a relaciones intermedias (N:P 3:1 y 5:1),  quizás debido a una 

óptima interacción y ensamblaje entre sus componentes.117 

Considerando lo anterior se tomó la relación N:P 9:1 para realizar los experimentos 

de modificación con fosfolípidos. Las diferentes relaciones entre los componentes se ven 

resumidas en el cuadro 2 previamente mostrado en el presente trabajo de investigación. Cada 

una de las formulaciones del diseño ortogonal se siguió con su respectiva evaluación 

biológica y se compararon con las formulaciones sin la adición de fosfolípidos. En las figuras 

23, 24, 25 y 26 se muestran los resultados de estos experimentos.  
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Figura 23. Promedio de eficiencia de transfección (%) de tres muestras preparadas independientemente de 

cada una de las formulaciones analizadas en el citómetro de flujo a las 24h de crecimiento. 

 

 Las formulaciones identificadas como ortogonal 1-9 corresponden a la incorporación 

de fosfolípidos en la formulación quitosano: ADN plasmídico. Según las figuras 23 y 24, la 

adición de fosfolípidos a las formulaciones quitosano ADN, resulta en un ligero 

desplazamiento en el porcentaje de transfección, sin embargo, estadísticamente la eficiencias 

de transfección de las formulaciones con fosfolípidos adicionados resultan similares a las 

obtenidas en las formulaciones sin fosfolípidos. El efecto de los fosfolípidos como un 

componente adicional a los complejos macromoleculares ha sido evidenciado en estudios 

similares, tal como el realizado por Du y colaboradores, en el cual se argumenta que la 

adición de fosfolípidos le permite al complejo tener mayor afinidad con los fosfolípidos 

externos de las células facilitando no solamente el proceso de endocitosis en la célula, sino 

también su fusión con la membrana endosomal y promoviendo así la liberación del ácido 

nucleico en el citoplasma dentro de la célula.118 
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Figura 24. Promedio de eficiencia de transfección (%) de tres muestras preparadas independientemente de 

cada una de las formulaciones analizadas en el citómetro de flujo a las  48h de crecimiento. 

 

Al comparar la eficiencia de transfección promedio obtenida a las 24 h de crecimiento 

con la obtenida a las 48 h (figuras 23 y 24, respectivamente) parece que la misma decrece en 

el tiempo de exposición para cada una de las formulaciones evaluadas. Lo contrario fue 

observado con el control positivo de Lipofectamina, sin embargo, se ha observado que no 

todos los reactivos de transfección siguen la misma tendencia en el tiempo, este efecto fue 

reportado por Sandbichler y colaboradores, donde al realizar ensayos con cuatro diferentes 

reactivos de transfección comerciales obtuvieron diferencias en sus comportamientos, 

algunos obteniendo su mayor eficiencia de transfección a las 24h, mientras que otros a las 

48h, asimismo se señala que existe una importante diferencia entre las eficiencias de 

transfección de los reactivos, al evaluar su capacidad de transfección en diferentes tipos de 

línea celular.119 

 

5.7 Determinación de la viabilidad celular de los complejos   

La citotoxicidad inducida por los nanomateriales o nanoestructuras se da como 

resultado de la interacción que se origina entre la superficie de la nanoestructura con los 
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componentes de la célula.120 Las propiedades físicas y químicas de las nanopartículas inciden 

en cómo estas interactúan con dichos componentes y por esto, en su citotoxicidad. Se ha 

observado en otras investigaciones, tal como la realizada por Huang y colaboradores, que 

tanto el tamaño de partícula como la carga superficial son factores que afectan en gran medida 

la interacción nanopartícula-célula, donde entre menor sea el tamaño de la nanopartícula, 

mayor será su área superficial y tendrá una mayor interacción con los diferentes componentes 

de la célula haciéndose más citotóxica. Por otro lado, se ha observado que la carga superficial 

también es determinante, entre más positiva sea la superficie, mayor interacción tendrá la 

nanopartícula con la membrana plasmática cargada negativamente, resultando en una mayor 

captación celular pero también en una mayor citotoxicidad.121 

Además de la evaluación en la eficiencia de transfección de las diferentes 

formulaciones, estas se evaluaron en términos de su viabilidad celular sobre células HeLa a 

las 24 y 48 h de exposición, haciendo uso de AlamarBlue como reactivo de ensayo de 

viabilidad celular. En las figuras 25 y 26 se muestran los resultados obtenidos.  

 

 

 

Figura 25. Promedio de viabilidad celular (%) de tres muestras preparadas independientemente de cada una de 

las formulaciones analizadas en el citómetro de flujo a las 24h de crecimiento. 
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Figura 26. Promedio de viabilidad celular (%) de tres muestras preparadas independientemente de cada una de 

las formulaciones analizadas en el citómetro de flujo a las 48h de crecimiento. 

 

 Se puede notar, que tanto a las 24 como a las 48 h de crecimiento la viabilidad celular 

promedio de las formulaciones presenta valores mayores al 70%. Los resultados obtenidos 

por parte del reactivo citotóxico doxorrubicina presentaron un comportamiento esperado, 

donde la muerte celular aumenta con el tiempo de exposición. Por otro lado, las viabilidades 

celulares promedio del control positivo de lipofectamina tanto a las 24 (38%) como a las 48 

h (57%) registraron porcentajes relativamente bajos, a pesar de que el mismo presentó altas 

eficiencias de transfección (mayores al 80%). Este comportamiento ha sido reportado por 

Clements y colaboradores, donde la eficiencia de transfección de la lipofectamina es bastante 

alta, sin embargo, con altas dosis de ácido nucleico se torna muy citotóxica.122 De manera 

similar, Moradian y colaboradores argumentan que la viabilidad celular disminuye al 

aumentar la dosis de ácido nucleico empleada, induciendo un estrés sobre la célula que como 

efecto indirecto genera citotoxicidad.123 Finalmente, cabe mencionar que a nivel general, las 

viabilidades celulares de las formulaciones disminuyeron ligeramente desde las 24 a las 48 h 

de crecimiento, esto podría deberse a la adhesión persistente a las células por parte de los 

complejos que no lograron transfectar. Este fenómeno ha sido notado en otras investigaciones 
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independientemente de la línea celular usada, tal como la llevada a cabo por Qi y 

colaboradores, donde al evaluar el efecto de las nanopartículas en la profiliferación de células 

obtienen una disminución en la viabilidad celular desde las 24 a las 48 h sobre la línea celular 

de carcinoma gástrico humano MGC803.124  

 

CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES Y 

RECOMENDACIONES 

 
6.1 Conclusiones 

La técnica de AFM demostró ser una técnica útil para la caracterización morfológica 

de las nanopartículas formuladas. 

El encapsulamiento y retención del plásmido por parte del quitosano depende de la 

relación N:P a la cual se formule el complejo, sin embargo, la mayoría de las formulaciones 

evaluadas tienen la capacidad de retener el ADN plasmídico. 

La técnica de electroforesis en gel de agarosa demostró ser una herramienta fácil y 

rápida para evaluar el encapsulamiento del ADN plasmídico en la matriz de quitosano. 

La presencia de sales en el medio de formulación induce una ligera desestabilización 

estructural de los complejos, la cual podría provocar un efecto sobre la eficiencia de 

transfección de estos. 

La adición de fosfolípidos a la formulación genera una ligera disminución en el 

tamaño del nanoencapsulado, posiblemente por una mejor compactación del complejo por 

medio de interacciones electrostáticas. Además, provoca una ligera disminución en el 

potencial zeta de los complejos.  

La adición de fosfolípidos en la formulación de los complejos quitosano: ADN 

plasmídico, generó un ligero aumento en la eficiencia de transfección. 

Las formulaciones estudiadas muestran una viabilidad celular superior al reactivo de 

transfección comercial, potenciando su posible uso como sistema de vehiculación in vivo. 

Al evaluar estadísticamente el diseño ortogonal, se obtuvo que el valor de cada una 

de las variables individuales evaluadas en el diseño no consiguió un impacto significante 

sobre las características físico-químicas finales del complejo, por lo que no se pudo utilizar 
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la información resultante de este análisis como herramienta para poder posteriormente 

optimizar las diferentes formulaciones. 

 

6.2 Recomendaciones 

El recubrimiento del complejo quitosano: ADN con fosfolípidos en las relaciones 

estudiadas, generó un ligero efecto sobre los resultados obtenidos, sin embargo, se debe 

considerar la adición de una mayor proporción de fosfolípidos en la formulación final con el 

fin de obtener diferencias significativas. 

A pesar de que al agregar los fosfolípidos DPPC:PE-PEG2000 en diferentes 

cantidades tuvo un impacto positivo en la mayoría de las formulaciones, se podría considerar 

adicionar otro lípido tal como lo es el colesterol, cuya función como estabilizador de 

complejos dentro del cuerpo ha tenido un papel importante en aplicaciones de transfección.125 

Al realizar el tratamiento estadístico de los resultados obtenidos en las formulaciones 

del diseño ortogonal, se obtuvo que ninguna de las variables del mismo es significativa sobre 

los valores finales de tamaño y potencial zeta, no obstante se podría evaluar la significancia 

que podría tener la relación entre las tres variables tomadas en cuenta en el diseño ortogonal 

y de esta manera obtener más información acerca de cómo poder optimizar aún más las 

diferentes formulaciones variando los datos en cada una de las variables. 

La técnica de AFM ha sido una herramienta importante en el proceso de 

investigación, ya que ha permitido la obtención de imágenes de las distintas formulaciones 

de nanoencapsulados realizadas hasta el momento. Esta técnica, además, ofrece la posibilidad 

de medir las propiedades nanomecánicas de las muestras por medio de la técnica denominada 

PinPoint NanomechanicalTM, presente en los microscopios de fuerza atómica de Park 

Systems, la cual recolecta datos al formar curvas de fuerza/distancia en cada pixel, para que 

así sea posible calcular propiedades nanomecánicas cuantificables, tales como módulo, 

adhesión, deformación y disipación y de esta manera poder diferenciar e identificar cada 

complejo por aparte.126 

Se propone la evaluación de la eficiencia de transfección de las nanopartículas 

estudiadas con y sin la adición de fosfolípidos sobre una línea celular diferente tal como 

HEK293, ya que se ha visto que las eficiencias de transfección de vectores no virales como 

el quitosano varían de manera importante de una línea celular a otra.127 



50 

 

 Como recomendación final se podría realizar un diseño ortogonal en el cual se evalúe 

la relación N:P como variable y se fije un único valor de pH a la hora de formular los 

lipoquitoplejos, con el fin de tener más clara la ruta a seguir para mejorar la eficiencia de 

transfección. Esto, al estudiar el comportamiento de diferentes relaciones N:P con las 

diferentes relaciones a las que se agregan los fosfolípidos en cada formulación. 
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CAPÍTULO VIII: ANEXOS 

8.1 Anexo 1. Cálculo de las relaciones N:P teóricas en los complejos 

quitosano: ADN  

Muestra de cálculo realizada para la determinación de aminas libres por mol de 

quitosano utilizado: 

• Partiendo desde el hecho de que el polímero (quitosano) con el que se trabajó posee 

una unidad repetitiva [C6H11NO4]n  se tiene  
20000 𝑔/𝑚𝑜𝑙

161 𝑔/𝑚𝑜𝑙
= 124 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑥 1𝑁 =

124 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑁 𝑝𝑜𝑟 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑖𝑡𝑜𝑠𝑎𝑛𝑜 = 124 𝑥 0,90 = 111,6  
𝑚𝑜𝑙 𝑁

𝑚𝑜𝑙 𝑄𝑢𝑖
. 

 

Muestra de cálculo realizada para la determinación de micro moles de fosfatos libres por 

microlitro de ADN a la concentración de trabajo: 

• Partiendo desde el hecho de que el ADN posee 7950 pares de bases y se encontraba 

a una concentración de 0,2377 
µ𝑔

µ𝐿
  se tiene 

4912356
𝑔

𝑚𝑜𝑙

15900 𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒ó𝑡𝑖𝑑𝑜𝑠
= 309 

𝑔

𝑚𝑜𝑙
 por 

nucleótido →  
0,2377 µ

𝑔

µ𝐿

309 µ
𝑔

µ𝑚𝑜𝑙

= 7,69𝑥10-4 
µ𝑚𝑜𝑙 [𝑃−]

µ𝐿 𝐴𝐷𝑁
. 

 

Muestra de cálculo realizada para la formulación de los complejos quitosano: ADN a una 

relación N:P 2:1 tomando como base una masa de 2,5 µg de ADN en 100 µL de formulación: 

• ADN: C1 x V1 = C2 x V2 → 0,2377 
µ𝑔

µ𝐿
 x V1 = 0,025 

µ𝑔

µ𝐿
  x 100 µL → V1 =10,5 µL 

→ 10,5 µL ADN x 
7,69𝑥10−4µ𝑚𝑜𝑙 [𝑃−]

µ𝐿 𝐴𝐷𝑁
 = 8,07x10-3 µmol [P-]. 

• Quitosano: Ya que la relación N:P es de 2:1 entonces se necesitan 8,07x10-3 µmol 

[P-] x 2 = 1,61x10-2 µmol [N+] →  X • 0,90 = 1,61 x10-2 [N+] → X= 0,01789 NT 

→  0,01789 µmol N x
1 µ𝑚𝑜𝑙 𝑄𝑢𝑖

111,6 µ𝑚𝑜𝑙 𝑁
 = 1,60x10-4 µ mol Qui  

→ 
𝑋 µ𝑔

20000µ𝑔/µ𝑚𝑜𝑙
= 1,60𝑥10-4 µmol Qui → X = 3,2 µg x

1µ𝐿

0,5µ𝑔
 = 6,4 µL. 
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8.2 Anexo 2. Determinación de aminas libres en el quitosano mediante el 

método de ninhidrina 

 

  

Figura 27. Curva de calibración realizada con glicina para la determinación de aminas libres en quitosano. 

 

 

Figura 28. Muestras de quitosano de 2 mg/mL preparadas para el análisis espectrofotométrico con ninhidrina. 
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Cuadro 5. Resultados obtenidos en el ensayo de ninhidrina para el quitosano de ultra bajo peso molecular. 

Muestra Ecuación de la recta 

Coeficiente de 

determinación 

(R²) 

Concentración 

Obtenida de 

aminas 

primarias (mM) 

Concentración 

Obtenida de 

aminas 

primarias 

(mol/µL) 

Concentración de 

aminas primarias 

en moles por mol 

de quitosano 

Quitosano 

ULMW 0,5 

mg/mL  

y = 0,3447x - 0,0145 0,9989 1,012 1,012E-09 40,49 

y = 0,6859x - 0,0004 0,9999 1,009 1,009E-09 40,38 

y = 0,3433 - 0,0149 0,9996 1,015 1,016E-09 40,62 

y = 1,4333x - 0,0064 0,9992 0,989 9,893E-10 39,57 

y = 0,6408x + 0,0061 0,9981 1,063 1,063E-09 42,53 

y = 0,3619x - 0,1225 0,9988 1,342 1,342E-09 53,66 

y = 0,3304x + 0,0118 0,9919 1,206 1,206E-09 48,23 

y = 1,618x + 0,116 0,9957 1,256 1,256E-09 50,23 

y = 0,3177x - 0,0213 0,9960 1,182 1,182E-09 47,27 

y = 0,6842x - 0,041 
0,9972 1,164 1,164E-09 46,58 

y = 0,3175x - 0,0216 
0,9959 1,182 1,182E-09 47,28 

y = 1,4126x - 0,089 0,9970 1,169 1,169E-09 46,75 

y = 0,3177x - 0,0213 0,9960 0,999 9,993E-10 39,97 

y = 0,6842x - 0,041 
0,9972 0,979 9,790E-10 39,16 

y = 0,3175x - 0,0216 
0,9959 0,998 9,982E-10 39,93 

y = 1,4126x - 0,089 
0,9970 0,983 9,828E-10 39,31 

Promedio N/A N/A 1,100 1,097E-09 43,87 

 

Para cada muestra de quitosano utilizando la ecuación de la curva de calibración, se 

despejó la variable dependiente “x” sustituyendo la variable "y” por la absorbancia obtenida 

en cada una. Posteriormente la concentración obtenida en milimolaridad se expresó en 

término de mol N/mol Qui.  
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8.3 Anexo 3. Cálculo de las relaciones N:P en los complejos quitosano: 

ADN utilizando el resultado obtenido por el ensayo con ninhidrina 

Muestra de cálculo realizada para la formulación de los complejos quitosano: ADN a 

una relación N:P 2:1 tomando como base una masa de 2,5 µg de ADN en 100 µL de 

formulación: 

7,69𝑥10-4 
µ𝑚𝑜𝑙 [𝑃−]

µ𝐿 𝐴𝐷𝑁
𝑥

1𝑚𝑜𝑙

1000000µ𝑚𝑜𝑙
= 7,69𝑥10-10 

𝑚𝑜𝑙 [𝑃−]

µ𝐿 𝐴𝐷𝑁
𝑥 10,5 µ𝐿 = 8,07x10-9 mol x 2 = 

1,61x10-8 mol [N+] 𝑥 
1µ𝐿 𝑄𝑢𝑖

1,097𝑥10−9 𝑚𝑜𝑙 [𝑁+]
  = 14,7 µL Qui. 

  La formulación total es: 14,7 µL Qui + 10,5 µL ADN + 74,8 µL H2O. 

De igual manera se realizó para cada una de las relaciones estudiadas en el proyecto. 

 

8.4 Anexo 4. Evaluación de la estabilidad de las dispersiones liposomales 

en el tiempo por medio de la técnica de DLS 

 

Figura 29. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los liposomas en una relación molar DPPC:PE-PEG2000 1:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo. 
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Figura 30. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los liposomas en una relación molar DPPC:PE-PEG2000 3:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo. 

 

Figura 31. Promedio de tamaño de partícula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de 

los liposomas en una relación molar DPPC:PE-PEG2000 6:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo. 
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8.5 Anexo 5. Evaluación de la estabilidad de los complejos quitosano: 

ADN por medio de la técnica de electroforesis 

 

Figura 32. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN 

(utilizando quitosano disuelto en ácido acético) después de 24 h de haber sido diluidas en Opti-MEM y haber 

alcanzado un pH final de 6,0. 

 

 

Figura 33. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN 

(utilizando quitosano disuelto en ácido acético) después de 48 h de haber sido diluidas en Opti-MEM y haber 

alcanzado un pH final de 6,0. 
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8.6 Anexo 6. Determinación de los valores de pH de los complejos 

quitosano: ADN en Opti-MEM 

Cuadro 6. Medición de los valores de pH de los complejos quitosano: ADN (utilizando el quitosano en un 

buffer de ácido acético-acetato de sodio) formulados antes y después de haber sido diluidos con Opti-MEM. 

Complejo quitosano: 

ADN 

Valor de pH 

Quitosano utilizado a Antes de ser diluido el 

complejo 

Después de ser diluido 

el complejo 

N:P 2:1 4,0 4,2 7,2 

N:P 9:1 4,0 4,1 4,9 

N:P 15:1 4,0 4,0 4,5 

N:P 2:1 4,5 4,7 7,5 

N:P 9:1 4,5 4,6 5,3 

N:P 15:1 4,5 4,6 4,9 

N:P 2:1 5,0 5,2 7,6 

N:P 9:1 5,0 5,1 6,9 

N:P 15:1 5,0 5,1 5,5 

 

Cuadro 7. Cambios en el pH realizados a formulaciones quitosano: ADN (utilizando quitosano disuelto en 

ácido acético) diluidos en Opti-MEM para analizar su estabilidad por electroforesis. 

 

 

Formulación pH inicial pH final o ajustado 

N:P 2:1 8,1 8,0 

N:P 6:1 7,8 5,0 

N:P 9:1 7,7 4,0 

N:P 12:1 7,5 3,0 

N:P 15:1 7,0 7,0 

N:P 12:1 7,0 2,0 

N:P 18:1 6,3 6,0 


