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RESUMEN  
El cáncer cervicouterino (CaCu), representa un importante problema de salud 

pública global y en México; y a pesar de los diversos métodos de prevención y 

terapéuticos, éstos no han incidido de manera importante en su disminución. 

Actualmente se están evaluando diversas estrategias terapéuticas, entre ellas las 

basadas en la interleucina 12 (IL-12), debido al efecto antitumoral mostrado en 

diversas neoplasias; sin embargo es necesario desarrollar biomateriales para su 

transporte. El quitosano, es un polímero biodegradable cuyas propiedades 

fisicoquímicas y de biocompatibilidad, han permitido utilizarlo como vehículo en 

terapia génica no viral. En este sentido, generamos complejos quitosano-pNGVL3-

mIL-12, para la liberación del gen IL-12 en un modelo tumoral murino VPH16+, 

como estrategia terapéutica contra el CaCu. El plásmido pNGVL3-mIL-12, fue 

transformado y amplificado en células E. coli DH5α, para su posterior purificación. 

Los complejos se generaron por el método de coacervación utilizando quitosano 

de bajo, mediano y alto peso molecular, con un grado de desacetilación del 75-

85%; y fueron analizados por electroforesis. El modelo tumoral murino, se generó 

mediante la inyección de la línea celular BMK-16/myc, en el dorso de ratonas 

hembras Balb/c inmunocompetentes, de 6 semanas de edad. Los complejos 

generados presentaron una eficiencia de encapsulamiento de alrededor del 98%, y 

protegen al pADN de su degradación por la ADNasa I, además mostraron 

sensibilidad a su degradación en soluciones con pH ácido, lo cual favorece la 

liberación sostenida del pADN.  También los complejos  son estables a la 

temperatura y a su tiempo de almacenamiento, además de presentar una alta 

eficiencia de transfección y baja citotoxicidad. En el modelo murino demostramos 

la capacidad antitumoral de los complejos, evaluando el aumento en la sobrevida 

de los ratones tratados comparados con los controles, de tal manera que los 

complejos quitosano/pADN pueden ser considerados como un excelente sistema 

para la liberación de genes con potencial terapéutico, para el control de neoplasias 

cervicales de alto grado asociadas a la infección por VPH, y además pueden ser 

biocompatibles con otros modelos de estudio. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Introducción 

Uno de los grandes retos de la biomedicina actual, es desarrollar y evaluar 

nuevos biomateriales que permitan transportar al tejido blanco moléculas con 

aplicación terapéutica. Los polímeros naturales o biopolímeros, constituyen un 

grupo de biomoléculas que están siendo ampliamente estudiadas con ese 

objetivo. Sin embargo aunque existe una gran variedad de ellos, el quitosano ha 

destacado y despertado el interés de diversos grupos de investigación. 

El quitosano es un polímero biodegradable que por sus propiedades 

fisicoquímicas es capaz de asociarse con diversas biomoléculas; lo que ha 

permitido que actualmente se utilice en distintas aplicaciones biomédicas. 

Además, debido a su naturaleza polisacárida, presenta una baja toxicidad y es 

biocompatible en humanos [1-3], no presenta efectos irritantes y no produce 

alergia [4]. También, se ha demostrado que presenta una alta capacidad para 

asociarse con ADN y de esta manera, es capaz de generar complejos quitosano-

ADN. La formación de los complejos se debe a la propiedad catiónica del 

polímero, que interactúa con los polianiones del ADN, generando complejos 

polielectrolíticos, los cuales han demostrado ser eficientes para transfectar 

diversas líneas celulares. Por otro lado, se ha demostrado que el quitosano es 

capaz de proteger al ADN de su degradación por las nucleasas celulares, pero 

debido a los grupos amino que contiene el polímero, permite que éste sea 

degradado por otras enzimas celulares liberando el ADN acoplado al complejo [5-

8], por lo tanto, los complejos quitosano/ADN podrían ser utilizados para acarrear 

y liberar de manera prolongada moléculas de ADN en células tumorales, con la 

finalidad de emplearse en terapia génica no viral. 

La terapia génica se basa en la introducción de genes en células 

hospederas, con el fin que éstas lo expresen y desarrollen un efecto terapéutico 

para la cura de enfermedades. En este sentido el uso genes de citocinas 

representa una alternativa terapéutica contra el cáncer, ya que se ha demostrado 

en numerosos estudios preclínicos en animales, y en estudios clínicos en 

humanos, que las citocinas son moléculas muy efectivas en la inducción de la 
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respuesta inmune anti tumoral [9-10]. Recientemente, hemos demostrado que 

mediante ADN desnudo y con el uso del gen de la IL-12 en un modelo 

experimental tumoral por virus de papiloma humano (VPH); aumenta la respuesta 

inmune antitumoral, elimina la inmunosupresión del microambiente tumoral y 

controla la regresión tumoral. Sin embargo, la limitante del ADN desnudo, es que 

su capacidad de transgénesis in vivo puede estar disminuida debido a las 

numerosas barreras biológicas propias de las células diana, además de ser 

degradado por las nucleasas celulares. Por otro lado se han realizado estudios 

basados en la administración sistémica de la IL-12 recombinante (rIL-12) pero ha 

generado diversos efectos de toxicidad [11], por lo que surge la necesidad de 

desarrollar enfoques alternativos para la transfección localizada del gen de la IL-

12, que permitan disminuir los efectos tóxicos, protejan al gen de su degradación 

por las nucleasas celulares y generen un aumento en los niveles de expresión de 

las citocinas locales, que conduzcan a la activación de la respuesta inmune 

antitumoral. El presente trabajo está enfocado en la preparación de complejos 

quitosano/pDNA IL-12 y su administración en un modelo tumoral murino VPH 16 

positivo, como estrategia terapéutica de lesiones precursoras y cáncer de cuello 

uterino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4 
 

1.2 Planteamiento del problema 

El cáncer cervicouterino (CaCu) es una neoplasia ocasionada por la infección 

persistente con virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, y se considera 

como uno de los principales problemas de salud pública en el mundo. Su 

incidencia anual se estima en más de 493,243 casos, con alrededor de 250 000 

muertes [12]. En México, el CaCu es considerado la segunda causa de muerte 

generada por cáncer en mujeres entre 15 a 64 años de edad [13], con un 

crecimiento anual del 0.76 % [14].  

Desde 1974 se implementó en nuestro país el Programa Nacional de 

Detección Oportuna de Cáncer (PNDOC), sin embargo esto no ha impactado 

sobre la disminución de las tasas de mortalidad de CaCu, debido principalmente a 

la baja cobertura y a los bajos estándares de calidad del programa [15-16].  Por tal 

motivo, se han implementado diversas intervenciones que buscan prevenir y 

controlar la enfermedad.  

Las vacunas constituyen una estrategia de prevención para CaCu, pre-

cáncer, lesiones precancerosas y verrugas genitales producidas por la infección 

por los tipos de VPH 6, 11, 16 ó 18. Dichas vacunas están aprobadas para su 

aplicación en mujeres adolescentes (9-15 años de edad) y jóvenes (16-26 años de 

edad) sin infección ni lesión cervical, y pretenden alcanzar una protección del 70% 

de los casos de CaCu asociados a los VPH mencionados. Con esta estrategia se 

busca incidir de manera negativa en la incidencia de la infección del VPH y en 

consecuencia del CaCu. Sin embargo, de acuerdo con la historia natural del 

cáncer cervicouterino, se tendrían resultados sobre la protección de las vacunas 

en por lo menos 10 años, y los casos de cáncer asociados a otros genotipos de 

VPH no serían cubiertos. Por otro lado, los casos actuales de CaCu en el mundo 

no están cubiertos con estas vacunas, por lo que la investigación de estrategias 

terapéuticas contra el cáncer cervicouterino se debe seguir desarrollando [17-18].  

Recientemente se ha demostrado, que en diversos tumores se desarrolla un 

microambiente tumoral favorable para el desarrollo de la malignidad. En CaCu, se 

ha demostrado la expresión de citocinas inmunosupresoras como: IL-4 e IL-10 en 

lesiones cervicales, lo cual favorece la carcinogénesis [19-27], por lo anterior, una 
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de las principales propuestas es revertir el estado de inmunosupresión local y 

activar la respuesta inmune anti-tumoral, que conduzcan a la eliminación de los 

tumores. Adicionalmente, se ha demostrado que la IL-12 es una citocina con 

propiedades inmunomoduladoras y presenta actividad antitumoral, por lo que es 

una molécula con gran potencial de uso terapéutico contra el CaCu. Sin embargo 

la IL-12 recombinante, al ser administrada de manera sistémica; genera efectos de 

toxicidad en los modelos estudiados [9-12], por lo que se han desarrollado 

diversas estrategias basadas en terapia génica enfocadas a la expresión 

localizada de la IL-12. Para alcanzar ésta condición, es necesaria la introducción 

de material genético exógeno en las células diana, lo cual puede realizarse 

utilizando métodos virales o no virales. Dentro de los métodos no virales para el 

transporte y liberación de genes, los polímeros biodegradables han mostrado un 

gran potencial, entre ellos destaca el quitosano [32-33]. 

El quitosano es un polímero formado por N-acetil-D glucosamina y D-

glucosamina, producido por la desacetilación alcalina de la quitina, la cual se 

encuentra presente en la mayoría de los crustáceos. De acuerdo a las 

propiedades fisicoquímicas del quitosano, tales como: pKa, solubilidad, carga y 

tamaño [34]; se ha utilizado para la liberación y aumento en la absorción de drogas 

[35-36], por lo que es considerado un excelente vehículo para la liberación de 

genes [37-38], mostrando un nivel eficiente de transfección [39-40]. La capacidad 

de unión del biopolímero con el ADN, se debe a que las aminas primarias del 

quitosano contienen cargas positivas, esas aminas protonadas lo capacitan para 

unirse al ADN que contiene cargas negativas y condensarse formando complejos. 

También se ha demostrado que el quitosano es capaz de proteger al ADN de su 

degradación por las ADNasa I y II [41-43], y tiene propiedades de transfección y 

liberación de ADN ha sido eficiente, cuando se ha probado en líneas celulares 

como: COS-1, MG63, HEK293, A549, células de melanoma, células HeLa, y 

células Caco-2 [40,44]. Así mismo la eficiencia de transfección de los complejos 

quitosano/ADN, puede ser optimizada al modificar algunas condiciones en su 

formulación como: peso molecular del polímero, grado de desacetilación, 

proporción N/P (proporción de cargas positivas del quitosano con las cargas 
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negativas del ADN) y pH del medio de transfección [45-48], por ello se considera 

que el quitosano es un método seguro y eficiente para encapsular y liberar genes 

terapéuticos. 

Derivado de lo anterior, el presente trabajo está enfocado en generar 

complejos de quitosano con un plásmido que contiene el gen de la IL-12 y, evaluar 

la capacidad de los complejos (quitosano/pDNA IL-12) para la liberación del gen. 

Los complejos serán administrados de manera local en un modelo tumoral murino 

VPH positivo y se evaluará el efecto antitumoral. Con lo anterior se busca 

desarrollar una estrategia terapéutica contra el cáncer cervicouterino (Ver anexo 

1). 

 

 
1.3 Justificación 

El cáncer cervicouterino, es una neoplasia que representa un importante 

problema de salud pública en México y en el mundo, y a pesar de las diversas 

estrategias terapéuticas que se han implementado, éstas no han incidido de 

manera importante en la disminución de las tazas de mortalidad de la enfermedad. 

La terapia génica basada en genes de citocinas, es una de las estrategias que 

podrían emplearse contra la enfermedad. Particularmente el uso del gen de la 

interleucina 12 (IL-12), ha demostrado que es un activador de la respuesta inmune 

con propiedades antitumorales en modelos experimentales de CaCu, asociados a 

la infección por el VPH, y además inhibe el estado de inmunosupresión local; no 

obstante se requiere del desarrollo de métodos eficientes y seguros para su 

transgénesis in vivo y para su aplicación en el tratamiento del CaCu. Los 

polímeros catiónicos se han utilizado en investigación biomédica y farmacéutica 

para el transporte y liberación de moléculas con actividad terapéutica. El quitosano 

es uno de los biopolímeros que por su capacidad de asociarse, encapsular y 

proteger al ADN, puede ser utilizado como un vehículo para la liberación del gen 

de la IL-12, por lo que el presente trabajo pretende generar complejos 

quitosano/pDNA IL-12 y, evaluar la capacidad de los complejos en la transgénesis 

y liberación del gen en líneas celulares VPH positivas, además de evaluar su 
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efecto antitumoral en un modelo tumoral experimental VPH positivo. La propuesta 

se realizó en un modelo tumoral murino VPH 16 positivo, al cual se le 

administraron los complejos de manera local, y se evaluó el efecto antitumoral en 

el modelo de estudio. 
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CAPITULO 2. MARCO TEÓRICO  

2.1 Antecedentes  

2.2. El cáncer cervicouterino como un problema de salud pública. 

El cáncer cervicouterino (CaCu), es un importante problema de salud pública 

global (Figura 1), su incidencia anual de 493,243 casos, con 273,505 muertes, lo 

han posicionado como el segundo tipo de cáncer más común en mujeres en todo 

el mundo. Adicionalmente, se ha demostrado que alrededor del 80% de los casos 

ocurren en los países en vías de desarrollo [12-13]. En México, anualmente 12,516 

mujeres son diagnosticadas con CaCu y 5,777 mueren a causa de la enfermedad 

[14-15], ubicándola como la segunda causa de muerte en mujeres de 15 a 64 años 

de edad [16], además se estima un crecimiento anual en mortalidad por CaCu del 

0.76 % [17]. 

 

Figura 1. Epidemiología del Cáncer Cervicouterino en el mundo. Modificado de [12,14,18-
19]. 

 

El CaCu es una enfermedad de progresión lenta, aproximadamente se 

desarrolla en un período entre 20 a 30 años, tiempo suficiente para su posible 
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detección [18], y cuando su diagnóstico es oportuno la enfermedad puede ser 

prevenible. México ha implementado la norma oficial mexicana: NOM-014-SSA2-

1994, donde se establecen los lineamientos a seguir, tanto para el programa 

nacional de tamizaje (PNT-CaCu) como para el tratamiento de los casos 

identificados [19], sin embargo, esto no ha impactado de manera significativa en la 

prevalencia de la enfermedad, por un lado debido a que no hay una cobertura total 

del PNT-CaCu, y además a que el desarrollo y progresión de la enfermedad es un 

proceso multifactorial, en el cual se involucran: factores ambientales, sociales, 

epidemiológicos, genéticos, propios del huésped y de la infección por el VPH 

(Figura 2) [20], por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para la 

detección, control y tratamiento del CaCu.  
 

 

Figura 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo del cáncer cervicouterino. Modificado 
de: Torres-Poveda KJ, et al. 2008 [20]. 

 

2. 2.1. Virus del Papiloma Humano y CaCu 

Los Virus del Papiloma Humano (VPH), son un grupo de virus de ADN de 

doble cadena de aproximadamente 8000 pares de bases, pertenecen a la familia 

Papovaviridae, no poseen envoltura, y tienen un diámetro entre 52-55 nm. (Figura 
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3) [21-23]. Se han identificado aproximadamente 130 tipos de VPH y son 

considerados especie-específicos, presentan tropismo por las células epiteliales 

escamosas, como células de la piel y mucosas del tracto oral, respiratorio y 

anogenital [21,24-28]. Algunos tipos de VPH como los tipos 6 y 11, están 

asociados a la formación de verrugas benignas anogenitales o condilomas, por lo 

que son considerados VPH de bajo riesgo; mientras que otros tipos como los VPH 

16, 18, 31, 33 y 45 están asociados al desarrollo de cáncer ano genital y a CaCu, 

por lo que son considerados de alto riesgo por su potencial oncogénico [27, 29-

31]. Debido a que se ha identificado el genoma viral en el 99.7% de los tumores 

avanzados, se ha considerado al VPH de alto riesgo como el principal agente 

etiológico asociado al desarrollo del CaCu [30], sin embargo la infección 

persistente al epitelio cervical con VPH de alto riesgo, es necesaria pero no es una 

causa suficiente para el desarrollo de la enfermedad [21-22], ya que además de 

los factores propios de la infección como el tipo viral, también influyen factores: 

ambientales, sociales, epidemiológicos, genéticos, y del huésped; que en conjunto 

participan en el riesgo de avance de la enfermedad [20, 22, 32-38]. La infección 

inicial se realiza en células que recubren el estrato basal, donde el virus puede 

permanecer en estado latente o replicarse durante la diferenciación de los 

queratinocitos, llegando a producir partículas virales completas [24-24, 39]. La 

infección con VPH de alto riesgo puede ser transitoria e intermitente, y puede ser 

eliminada por el sistema inmunológico del hospedero, sin embargo, cuando la 

infección no puede ser contrarrestada por el sistema inmune, puede persistir y 

evolucionar hasta el desarrollo del CaCu [40-43]. Por otro lado, se ha determinado 

que en estadios precancerosos, el genoma del VPH se mantiene en estado 

episomal, con la expresión de algunos genes tempranos y tardíos, mientras que 

en la mayoría de los casos de CaCu y líneas celulares derivadas de carcinoma 

cervical, el ADN del VPH se encuentra integrado al genoma celular [44]. Por lo que  

el estado físico del genoma viral (episomal o integrado), la expresión diferencial de 

proteínas virales y la inactivación de anti-oncogenes celulares, son elementos 

fundamentales que conllevan a la transformación e inmortalización del epitelio y 

eventualmente su evolución a cáncer [24, 45-46]. 
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Figura 3. Estructura genómica de los Virus de Papiloma Humano. El genoma viral está 
constituido por 3 regiones: la región larga de control (RCL), que contiene numerosos elementos en 
cis importantes para el control de la replicación viral y la expresión de genes, dos regiones 
codificantes, una de ellas contiene genes de expresión temprana (E), y la otra contiene genes de 
expresión tardía (L). 

  

2.3. Respuesta inmune contra VPH 

El sistema inmune es fundamental para eliminar la infección del VPH o permitir la 

persistencia y progresión de la enfermedad. La inmunovigilancia es realizada por dos 

mecanismos: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa, sin embargo 

se ha demostrado que el principal mecanismo de defensa contra la infección con VPH es 

la respuesta inmune mediada por células. Se ha determinado que las lesiones cervicales 

ocasionadas por la infección con el VPH pueden ser eliminadas espontáneamente por la 

respuesta inmune del hospedero, y solo un porcentaje menor puede evolucionar a cáncer, 

Por lo tanto la respuesta inmune es esencial para el control de lesiones precursoras y del 

CaCu, especialmente la respuesta inmune mediada por células [47-51]. 
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El conocimiento de los mecanismos de defensa, facilita el desarrollo de estrategias 

que permitan comprender la respuesta inmune frente a la infección por VPH.  

 

2.3.1. Inmunidad innata 

La respuesta inmune innata es considerada la primera barrera contra las células 

tumorales, las cuales son reconocidas por un proceso independiente al de los antígenos. 

Una vez que las células del epitelio han sido infectadas por el VPH, se activan diversos 

mecanismos como quimioatracción de neutrófilos, activación de macrófagos y células 

asesinas naturales (NK), además de la activación de procesos inflamatorios y del sistema 

del complemento. Existe también la participación de las células de Langerhans (LC), y de 

las células presentadoras de antígenos (CPA), las cuales favorecen la fagocitosis de las 

partículas virales y la presentación del antígeno junto con HLA clase II, CD40 y B7. 

Adicionalmente, la participación de los receptores tipo Toll (TLR por sus siglas en inglés), 

es muy importante en la detección y eliminación de la infección. Los TLR se encuentran 

en las células dendríticas y los macrófagos, y responden a los patrones moleculares 

asociados a los patógenos, generando la activación de la respuesta inmune innata. El 

principal efecto de la activación de los TLR´s es la activación de citocinas, las cuales 

tienen un efecto antiviral directo como interferón alfa (INF-α) e INF-β, también participan 

citocinas como IL-1α, IL-1β, IL-6, factor de necrosis tumoral y principalmente por la IL-8, 

que promueven la inflamación y la quimiotaxis. La participación de los TLR´s en el control 

de los VPH es desconocida sin embargo, se ha sugerido que los TLR 4 y 9 participan en 

el reconocimiento inicial. También en la respuesta inmune innata participan otros 

elementos como la inhibición de la señalización por INF´s tipo I, inhibición de proteínas del 

complejo principal de histocompatibilidad clase I y la lisis de células infectadas por células 

NK [49-52]. 

 

2.3.2. Respuesta inmune celular en cáncer cervicouterino 
La respuesta inmune mediada por células en CaCu, es la más importante para la 

eliminación de las células cancerosas. Esta respuesta es dependiente de la activación de 

los linfocitos T y las células presentadoras de antígenos profesionales. Los principales 

tipos celulares que participan en la eliminación de la células tumorales son: macrófagos, 

células dendríticas y queratinocitos, las cuales producen diversas interleucinas que 

contribuyen en la iniciación o supresión de la respuesta inmune celular como: IL-4, IL-12, 
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IL-10 y/o TGF-β1. Se ha demostrado que la respuesta inmune es activada  por citocinas 

tipo Th1 e inhibida por citocinas Th2 [49, 51-52].  

Diversos estudios realizados en biopsias de CaCu VPH positivos, en las cuales se 

ha analizado el perfil local de expresión de citocinas Th1, Th2 y Th3, se ha determinado 

que aproximadamente el 80% de los tumores expresan bajos niveles del RNA mensajero 

(RNAm) de CD4, mientras que se ha observado una elevada expresión en los niveles del 

RNAm de CD8, además la mayoría de los tumores expresan el RNAm de IL-4, IL-10 y de 

manera muy importante todos ellos expresan el RNAm de TGF-β1 e interferón γ (IFN-γ). 

En ninguno de los tumores analizados se identificó la expresión del RNAm de IL-12 e IL-6 

[52-60]. Por otro lado en biopsias de lesiones intraepiteliales escamosas y de CaCu, se ha 

determinado que existe una mayor cantidad de linfocitos T infiltrantes (LTI) en el estroma, 

que en el epitelio; y que las células T CD8+ son predominantes comparadas con las 

células T CD4+, sin embargo las células T CD8+ son incapaces de eliminar el tumor [53-

54].  Además, se han realizado diversos estudios que sugieren que las células 

transformadas por VPH son capaces de expresar IL10, pues se ha demostrado que las 

proteínas E2 y E7 de VPH 16 son capaces de trans-activar la expresión de las citocinas 

IL-10 y TGF-β1 respectivamente, como un mecanismo de evasión a la respuesta inmune, 

también se ha encontrado una correlación entre el nivel de expresión de proteína y del 

RNAm, con los niveles observados en los sobrenadantes de líneas celulares 

transformadas con VPH, conteniendo IL10 y TGF-β1. En este sentido, la expresión 

predominante de citocinas inmunosupresoras, participa en la subregulación de la 

respuesta inmune específica contra tumores en el microambiente tumoral, lo cual 

contribuye a la progresión de la enfermedad [22, 56, 61]. Este mecanismo es 

consecuencia de la expresión y represión de varios genes importantes en la respuesta 

inmune, como: expresión de Fas y su ligando, baja expresión del MHC clase I y de 

moléculas co-estimuladoras como B7 y de la cadena zeta (ζ) del complejo TCR/CD3 [21, 

62], en este sentido, se ha sugerido que la función reducida de las células T, puede estar 

asociada con una alteración en la expresión de la proteína CD3ζ [55], y que la progresión 

a CaCu está asociada con la disminución en el RNAm de CD3ζ,. También se ha 

observado una correlación significativa entre la baja proliferación de células T y la 

disminución en la expresión del RNAm de CD3ζ por células T estimuladas con anti-CD3, 

de tal manera que la disminución en la función de las células T, parece correlacionar con 

la progresión a CaCu [55, 63]. 

 



 
 

14 
 

 

Figura 4. Mediadores de la respuesta inmune contra tumores. La fase activadora de la 
respuesta inmune contra tumores inicia con la captura y procesamiento de vesículas de membrana 
liberadas por las células tumorales (exosomas) captadas por las células dendríticas (CD), las 
cuales migran a los nódulos linfoides regionales para activar a las células de la respuesta inmune 
(cross-priming). Este proceso de maduración migración de las CD a los nódulos linfoides lo facilita 
la interacción del receptor del CD40 de las CD con el CD40 expresado en los linfocitos T CD4+ y 
en las células NK T. Por otro lado, en la fase efectora, el material endocitado del tumor se presenta 
a los linfocitos T CD8+ y CD4+ a través de las moléculas del MHC clase I y II, respectivamente. 
Los linfocitos T CD4+ activados son diferenciados en linfocitos T CD4+ TH1 y TH2 según las 
citocinas que secretan, y las citocinas pueden activar a la respuesta inmune humoral y celular. En 
la respuesta inmune humoral, los linfocitos B activados producen anticuerpos específicos contra 
antígenos tumorales, mientras que en la respuesta inmune celular, los linfocitos T CD8+ citotóxicos 
activados migran al sitio del tumor para reconocer y matar a la célula tumoral. (Bermúdez-Morales 
VH. 2005) [21]. 

. 

 

2.3.3. Células NKT  
Las células NKT son un grupo heterogéneo de células T que pueden reconocer 

células tumorales. Su participación en la eliminación de los tumores puede ser en dos 

vertientes dependiendo del tipo de lesiones ocasionadas por el VPH. En lesiones 

cancerosas establecidas asociadas a VPH, la activación de las células NKT provee 

potencial terapéutico, mientras que en lesiones precancerosas la inhibición de las células 

NKT o su reclutamiento puede conducir a una respuesta inmune protectora. Por otro lado 
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algunos ligandos de las células NKT como: α-galactosilceramida (α-GalCer) y β-GalCer, 

han sido probadas por su potencial terapéutico. α-GalCer, ha sido estudiado como 

adyuvante de vacunas de ADN contra la oncoproteína E7 de VPH 16, mientras que β-

GalCer ha demostrado actividad protectora contra tumores, por lo que los ligandos de las 

células NKT han mostrado potencial como agentes terapéuticos para diversos tipos de 

cáncer asociados a VPH [63-64].   

 

2.3.4. Macrófagos  

Los macrófagos son un tipo de fagocitos que participan de manera importante en 

la inmunidad innata por su capacidad para ingerir y destruir bacterias, células dañadas o 

células tumorales. Además participan de manera importante en la defensa contra 

infecciones por virus, hongos, bacterias y parásitos. La participación de los macrófagos en 

la respuesta inmune contra tumores, se caracteriza por el reconocimiento y eliminación de 

células tumorales sin dañar células normales, para ello se requieren procesos complejos y 

ampliamente regulados caracterizados por la heterogeneidad biológica de las células 

tumorales.  

Algunas de las principales características del tejido tumoral es el desarrollo de 

nuevos vasos sanguíneos, infiltración de células inflamatorias y reacción fibrótica. El 

componente inflamatorio del tejido tumoral promueve su expansión y los macrófagos 

pueden desarrollar actividad citotóxica contra las células tumorales. La acumulación de 

macrófagos alrededor del tumor, sugiere el reclutamiento de monocitos circulantes y la 

liberación local de factores quimiotácticos, los cuales favorecen la destrucción de las 

células neoplásicas. Uno de los mecanismos por los cuales se desarrolla la lisis de las 

células tumorales es mediante la unión de los macrófagos a las células opsonizadas 

mediante receptores Fc, conduciendo a la liberación de factores solubles como el factor 

de necrosis tumoral (TNF por sus siglas en inglés).  

La participación de los macrófagos en la infección por VPH no ha sido 

completamente determinada sin embargo, se ha observado que en mujeres infectadas 

con VPH se presenta una correlación positiva entre el grado de daño, el número de 

macrófagos infiltrantes y la expresión de IL-10 por esas células [63-66].  
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2.3.5. Mastocitos. 
Los mastocitos son células efectoras altamente especializadas de la respuesta 

inmune innata, son activadas por diversos estímulos inmunológicos o no inmunológicos. 

Los mastocitos activados contienen gránulos secretorios y liberan diversos mediadores 

biológicos como: histamina, proteasas, citocinas, factores de crecimiento y metabolitos de 

ácido araquidónico, los cuáles participan en diversos procesos fisiológicos y patológicos. 

La participación de los mastocitos en la progresión tumoral no ha sido completamente 

aclarada, pero su presencia en neoplasia intraepitelial cervical grados 2 y 3 ha sido 

determinada. En dicha etapa participan favoreciendo el reclutamiento de células 

involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa, o también mediante la 

producción de citocinas inmunosupresoras como IL-10. También se ha demostrado que 

los mastocitos se acumulan en el estroma rodeando ciertos tipos de tumores, también 

sintetizan y secretan citocinas angiogénicas como el factor endotelial de crecimiento 

vascular. Además en el microambiente tumoral los mastocitos secretan mediadores 

inmunológicos como: IL-1, IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-α que inducen la apoptosis de las células 

tumorales y reclutan células inflamatorias [63, 65]. 

 

2.3.6. Células Dendríticas. 

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno, que participan en la 

regulación e inducción en la respuesta inmune innata y adaptativa contra patógenos 

microbianos. A nivel in vitro e in vivo participan en la iniciación de la respuesta de los 

linfocitos T contra los antígenos. Diversos estudios han demostrado la capacidad de las 

células dendríticas para estimular células vírgenes T CD4+ y CD8+. También las células 

dendríticas inmaduras capturan antígenos de manera muy eficiente, pero carecen de 

actividad estimulante de células T, y son sensibles a los efectos inmunosupresivos de las 

citocinas inmunoreguladoras como IL-10 producida por los tumores, mientras las células 

dendríticas maduras reducen el nivel de la actividad fagocítica pero aumentan la 

producción de algunas citocinas claves como la IL-12, también aumentan el nivel de 

presentación de antígenos y la actividad co-estímuladora de células T, y disminuyen la 

sensibilidad a los efectos inmunosupresores de IL-10, aumentando el nivel de expresión 

de receptores de citocinas seleccionadas que migran hacia órganos linfoides secundarios. 

En lesiones por cáncer cervicouterino se han observado células dendríticas 
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plasmacitoides (pCD), que producen citocinas antivirales como: INF-α, en respuesta a 

partículas parecidas a virus (VLP´s por sus siglas en inglés) de VPH [63-65].  

 

2.3.7. Respuesta inmune de mucosas 
Diversos estudios han demostrado que el VPH puede inducir respuesta inmune 

local, porque no es una infección sistémica, además es una infección limitada a células 

epiteliales; de tal manera que la infección por VPH activa la respuesta inmune de 

mucosas con IgA e IgG específicas a VPH, sin embargo el virus es capaz de evadir la 

respuesta inmune [63]. 

  

2.3.8. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune en cáncer cervicouterino 
La infección persistentente con VPH de alto riesgo es un factor necesario pero no 

suficiente para la progresión a CaCu. Los mecanismos de evasión de la respuesta inmune 

que desencadena el VPH, favorecen que la infección persista. Entre las principales 

condiciones requeridas para el establecimiento de la infección se encuentran: la 

ocurrencia  del ciclo de vida viral en el epitelio, ausencia de viremia, ausencia de muerte 

celular e inflamación, y la generación de un estado de inmunosupresión local causado por 

las proteínas del VPH. El estado de inmunosupresión se caracteriza por la represión de 

las vías de señalización de TLR9 por las proteínas virales E6/E7, la influencia en la 

expresión de INF-γ por E6/E7, la influencia en las vías de señalización dependientes de 

interferón por E6/E7, la inducción en la expresión de TGF-β1 por E6/E7, la inducción en la 

expresión de IL-10 por la proteína E2 y la reducción en la migración de las células de 

Langerhans [63-66]. 

Recientemente se ha demostrado que durante el desarrollo del cáncer cervical, se 

genera un micro-ambiente tumoral que contribuye a la progresión de la malignidad [19-

21]. Además, los niveles de citocinas inmunosupresoras como IL-4 e IL-10, producidas en 

lesiones cervicales favorecen la carcinogénesis [22-27], pues se han detectado altos 

niveles de expresión de la citocinas IL-4, IL-10 y TGF-β1 en tumores cervicales, además 

se ha sugerido que la IL-10 es producida por las células transformadas por el VPH [22], 

por lo tanto, el gran reto ahora es revertir el estado de inmunosupresión local y activar a la 

respuesta inmune anti-tumoral para garantizar la eliminación de los tumores [21]. 
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2.4. Estrategias profilácticas y terapéuticas contra el CaCu. 

2.4.1. Estrategias profilácticas.  

Debido a los altos índices de CaCu, se han implementado diversas 

estrategias profilácticas y terapéuticas contra la enfermedad. Recientemente se 

han desarrollado vacunas profilácticas contra la infección por el VPH, las cuáles 

han sido aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA), y se espera que 

impacten en la prevención de la enfermedad [17]. Éstas vacunas profilácticas, 

Gardasil (Merk & Co. Inc.) y Cervarix (GlaxoSmithKline), son una mezcla de 

partículas parecidas a virus que se derivan de las proteínas de la cápside L1 del 

VPH de los tipos 6 y 11, para Cervarix y 6, 11,16 y 18 para Gardasil. El 

fundamento de estas vacunas se basa en la inducción de anticuerpos 

neutralizantes contra el VPH, para bloquear la infección a la célula epitelial y 

reducir el número de células infectadas después del reto antigénico [18]. Las 

vacunas están siendo aplicadas en mujeres adolescente entre 9 a 15 años de 

edad y en mujeres jóvenes en edades entre 15 a 25 años, en ambos casos sin 

infección por el VPH y sin lesión. Con lo anterior se pretende alcanzar una 

protección de al menos 70% de los casos de CaCu asociados a los VPHs 6, 11, 

16 y 18. (Cuadro 1) [63, 67].  

 

Efectividad clínica 

 

CERVARIX (Glaxo Smith 
Kline – GSK) 

GARDASIL (Merck Sharp & 
Dhome – MSD) 

Prevención de NIC-AG 2/3 y CaCu 

asociado a VPH tipo 16 y 18 en 

mujeres y niñas entre 10-25 años 

de edad, así como estudios de 

inmunogenicidad en niñas y niños 

de 10-14 años de edad. 

Prevención de NIC-AG 2/3, 

neoplasia intraepitelial vulval de 

alto grado 2/3, verrugas genitales 

relacionadas con VPH tipos 

6/11/16 y 18, en mujeres y niñas 

de 9 a 26 años de edad. También 

se ha demostrado 

inmunogenicidad en niños y niñas 

de entre 9-15 años de edad. 

Ingrediente activo Cada dosis contiene proteína L1 Cada dosis contiene proteína L1 



 
 

19 
 

de VPH 16 (20mcg) y proteína L1 

de VPH 18 (20mcg). 

de VPH 6 (20mcg), proteína L1 

de VPH 11 (40mcg), proteína L1 

de VPH 16 (40mcg) y proteína L1 

de VPH 18 (20cmg). 

Adyuvante 

ASO4 compuesto por 3-O-desacil-

4´-monofosforil lípido A (MPL), 

adsorbida en hidróxido de 

aluminio, hidratado (Al(OH)3). 

Cada dosis contiene proteína L1 

de VPH 6 (20mcg), proteína L1 

de VPH 11 (40mcg), proteína L1 

de VPH 16 (40mcg) y proteína L1 

de VPH 18 (20cmg). 

Dosificación y 
esquema 

Una dosis de 0.5 ml a 0, 1 y 6 

meses por inyección IM en la 

región deltoides 

Una dosis de 0.5 ml a 0, 2 y 6 

meses por inyección IM en la 

región deltoides o en la región 

Antero lateral del muslo. 

Efectos secundarios Reacción en el sitio de la 

inyección, dolor de cabeza, mialgia 

Reacción en el sitio de la 

infección, fiebre. Muy común 

Común 

Síntomas gastrointestinales, 

picazón/prurito, sarpullido, artralgia 

y fiebre ≥38ºC. 

Comezón en el sitio de la 

infección. 

Poco común 
Mareo, endurecimiento/parestesia 

en el sitio de la inyección. 

Urticaria, broncoespasmos. 

Cuadro 1. Vacunas profilácticas contra VPH, propiedades y usos [63, 67]. 

 

2.4.2. Estrategias terapéuticas. 

Diversas estrategias han sido desarrolladas para intentar eliminar lesiones pre-

existentes o enfermedades asociadas al VPH como el CaCu. Algunas de esas estrategias 

han sido probadas en estadios pre-clínicos y clínicos, y de acuerdo a la estrategia 

utilizada puede variar el mecanismo de acción.  Muchas de las estrategias terapéuticas 

probadas, se basan en la inducción de los mecanismos efectores de la respuesta inmune 

mediados por los linfocitos T CD8+ citotóxicos, con ello se busca: la eliminación de las 

células tumorales infectadas con VPH, la inducción en la secreción de citocinas como 

INFs, e IL-2,  y la generación de una inmunidad eficiente contra proteínas no estructurales 

de VPH [21]. Algunas de las estrategias terapéuticas propuestas se basan en la utilización 

de proteínas virales, péptidos, inmunoterapia, DNA, RNA de silenciamiento (RNAsi), 

células tumorales genéticamente modificadas y células dendríticas. También se han 

probado vectores virales y bacterianos como herramientas para el desarrollo de vacunas 
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contra VPH, sin embargo aunque se han obtenido muy buenos resultados, aún es 

necesario realizar diversos estudios para tratar de disminuir los efectos adversos que han 

presentado varias de las estrategias terapéuticas en desarrollo (Cuadro 2). En el caso de 

las estrategias basadas en ADN, la terapia génica se ha enfocado en el uso de genes de 

diversas citosinas, que participen como inmunomoduladores. Esta estrategia ha sido 

llamada inmunoterapia, debido las alteraciones que presenta el sistema inmune en el 

microambiente tumoral [63-67].   

 

Estrategia terapéutica Ventajas Desventajas 

Basada en vectores virales 

•Alta inmunogenicidad.  

•Amplia variedad de vectores 

disponibles. 

•Pueden facilitar la diseminación de 

antígeno intracelular. 

•Diversas propiedades inmunológicas 

de los virus. 

•Riesgo de toxicidad en el uso de virus 

vivos. 

•La potencial inmunidad pre-existente 

puede inhibir la administración 

repetida. 

•Posible dominancia de la respuesta 

inmune al vector viral más que al 

antígeno del VPH. 

Basada en vectores bacterianos 

•Alta inmunogenicidad. 

•Pueden liberar plásmidos modificados 

o proteínas tumorales a las células 

presentadoras de antígeno. 

•Amplia variedad de vectores 

disponibles 

•Riesgo de toxicidad. 

•Potencial inmunidad pre-existente. 

•Inhibición en la inmunización repetida. 

Basada en péptidos 

•Fácil de producir, estable, segura. 

•Puede combinar múltiples epítopes. 

•Posibilidad de modificar los péptidos 

para aumentar la unión a MHC 

(Complejo principal de 

histocompatibilidad por sus siglas en 

inglés). 

•Baja inmunogenicidad; requiere 

adyuvantes. 

•Epítopes deben ser determinados. 

•Restricción a HLA (Antígenos 

leucocitarios humanos, por sus siglas 

en inglés). 

•Dificultad para obtener péptidos 

únicos. 

Basada en proteínas 

•Estable, segura y fácil de producir. 

•No hay restricción a HLA. 

•Múltiples adyuvantes conocidos. 

•Baja inmunogenicidad; requiere 

adyuvantes. 

•Generalmente hay una mejor 

inducción de respuesta a anticuerpos 

que dé respuesta a CTL (Linfocitos T 

citotóxicos). 

Basada en ADNdesnudo 

•Segura, fácil de producir, estables 

para almacenamiento y transporte. 

•Capacidad para administración 

repetida. 

•Fácil de preparar con alto nivel de 

pureza. 

•No hay propagación de 

inmunogenicidad intercelular. 

•Riesgo de integración al genoma o 

transformación celular. 
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•Diversos métodos de liberación. 

•Expresión sostenida de antígenos en 

complejos MHC-péptido. 

•Pueden ser modificadas y agregar 

genes blanco y/o co-estímuladores. 

Basada en RNA 

•No es infeccioso. 

•No hay riesgo de integración 

genómica o transformación celular. 

•Transitoria. 

•Puede administrarse muchas veces. 

•Aumenta la expresión de antígenos. 

•Existen múltiples vectores disponibles 

•Inestable, difícil de almacenar por 

largos períodos. 

•Dificultad en la preparación. 

•Dificultad en la preparación en 

grandes cantidades. 

•No hay diseminación intercelular. 

Basada en células dendríticas 

•Alta inmunogenicidad; usa las APC 

(células presentadoras de antígeno, 

por sus siglas en inglés) más potentes. 

•Múltiples métodos disponibles para 

cargar antígenos. 

•Presentación de antígenos eficiente. 

•La potencia puede ser aumentada por 

transducción de genes o tratamiento 

con citocinas. 

•Preparación complicada, costosa, ex 

vivo, procesamiento celular 

individualizado. 

•Control de calidad variable y falta de 

normas estandarizadas para la calidad 

de las vacunas. 

•Difícil de producir a gran escala. 

•Las células dendríticas no 

necesariamente están en los nódulos 

linfáticos. 

Basada en células tumorales 

•Útiles si el antígeno tumoral es 

desconocido. 

•Es probable que expresen antígenos 

tumorales. 

•Puede aumentar la potencia por 

tratamiento con citocinas. 

•Preocupación en la seguridad en la 

inyección de células tumorales en 

pacientes. 

•Complejidad en la producción. 

•Costosas, difíciles de producir a gran 

escala. 

•Requiere la disponibilidad de líneas 

celulares tumorales o células 

tumorales autólogas. 

Cuadro 2. Ventajas y desventajas de las estrategias terapéuticas contra VPH [63, 67]. 

 

2.4.3. Estrategias basadas en la proteína viral E2 
En el caso de las proteínas virales con potencial terapéutico se encuentra la 

proteína E2 de VPH; la cual es una proteína que participa de manera importante en la 

regulación del ciclo viral cuando el genoma del virus se encuentra en forma episomal [68]. 

En las células infectadas con VPH, la proteína E2 se une a la RLC inhibiendo la expresión 

de los oncogenes virales E6 y E7 y contribuyendo al control de la proliferación celular, sin 

embargo; en carcinoma cervical, el genoma del VPH se encuentra integrado al genoma 

de la célula hospedera, con la perdida en la expresión de E2 [22], lo que provoca la 
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expresión de los genes E6 y E7 favoreciendo la proliferación celular y la tumorogénesis. 

En este sentido, se ha demostrado un efecto anti proliferativo cuando el gen E2 de VPH 

es reintroducido experimentalmente en células transformadas por VPH [24-26,66], 

además la expresión ectópica de E2 de VPH 16 y 18 y papilomavirus bovino tipo 1, 

inducen arresto del ciclo celular, incremento en la senescencia celular, inhibición en la 

proliferación celular e inducción a la apoptosis mediante la estabilización de p53 [63-66].  

  

2.5. Terapia génica contra cáncer cervical 
La terapia génica se basa en el empleo de genes con potencial terapéutico, para la 

cura de enfermedades desde su causa real inicial; silenciando, reparando, sustituyendo o 

implementando los genes dañados que, en última instancia, son los causantes de las 

diferentes patologías. Con base en lo anterior; se han desarrollado diversas 

investigaciones de terapia génica contra una gran variedad de enfermedades, entre ellas 

el cáncer cervicouterino. Las principales estrategias de terapia génica contra CaCu, están  

enfocadas principalmente en la generación de la inmunogenicidad tumoral.  

Uno de los principales retos de la terapia génica, son los métodos empleados para 

la introducción del ADN exógeno, dichos métodos pueden ser divididos en estrategias 

virales y no virales.  

Los métodos de  terapia génica contra el CaCu, que emplean vehículos virales para 

liberar el material genético, han utilizado principalmente: adenovirus, adenoasociados, 

virus vaccinia, alphavirus, virus de estomatitis vesicular o pseudovirus de VPH [69-76]. 

Además se han probado vehículos bacterianos como: Listeria monocytogenes, 

Salmonella typhimurium y Mycobacterium bovis [77-80].  

El uso de vectores virales ha demostrado un alto grado de transfección génica, sin 

embargo algunas de sus limitaciones son: inducción de la inflamación, generación de 

reacciones inmunológicas, y se han observado algunos efectos oncogénicos [30-31]. Uno 

de los principales sistemas no virales para la liberación de genes es la inyección de ADN 

desnudo en el sitio del tumor [81-83], la cual es una estrategia segura, estable y fácil de 

preparar, no obstante su eficiencia de transgénesis es menor que con los sistemas 

virales, además que cuando se administra el ADN desnudo, éste puede ser degradado 

por la acción de las nucleasas celulares, y el ADN no tiene la capacidad intrínseca de 

amplificarse o diseminarse en las células transfectadas in vivo como los vectores virales. 

Por otro lado, también se ha observado que dicha estrategia no favorece la producción de 

anticuerpos neutralizantes en pacientes, por lo que tienen una inmunogenicidad limitada, 



 
 

23 
 

y tiene que ser administrada repetidamente. Debido a lo anterior, se han realizado 

esfuerzos importantes en el desarrollo de sistemas no biológicos, para la liberación de 

genes que permitan mantener los efectos antitumorales, y minimizar la toxicidad del 

tratamiento.  

Algunos de los ensayos pre-clínicos y clínicos basados en ADN contra CaCu se 

encuentran listados en los cuadros 3 y 4. 

 

Estrategia Modelo Resultados 

pCDNA-HSP60/E6/E7 Ratones C57BL/6 Fuerte respuesta inmune, efecto 

antitumoral. 

IL-6/HPV16E7 DNA Ratones  Aumento en la respuesta inmune; 

efecto antitumoral. 

pcDNA3-Sig/E7/LAMP-I y pSG5-Bcl-

xL DNA vacuna potenciada por 
pcDNA3-li-PADRE DNA 

Ratones C57BL/6 Efectos antitumorales; aumento de 

células efectoras CD8+ específicas a 

E7 y células T de memoria. 

pcDNA3-IL2-E7 Ratones C57BL/6 Aumento de células T CD8+ 

específicas a E7; efecto protector, 

antitumoral y terapéutico. 

Cuadro 3. Ensayos pre-clínicos de estrategias terapéuticas basadas en ADN contra VPH 
[63, 67]. 
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Nombre de la 
estrategia/ 

Organización 

Diseño Blanco / fase Población de estudio 

ZYC101 / Eisai 

(anteriormente MGI 

Pharma, anteriormente 

Zycos). 

Plásmido codificante para 

epítopes HLA-A2 

restringidos derivados de la 

proteína E7 de VPH16 (aa. 

83-95), encapsulados en 

micropartículas 

biodegradables de 1-2 m 

de poli(lactidocoglicolido). 

E7 de HPV-16 / Fase I Hombres positivos a HPV16 

con HLA-A2. Pacientes con 

NIC (Neoplasia Intraepitelial 

Cervical) 2/3. 

ZYC101a (Amolimogene 

bepiplasmid) / Eisai 

(anteriormente MGI 

Pharma, anteriormente 

Zycos). 

Plásmido codificante para 

fragmentos de proteínas 

derivados de la proteína E7 

de VPH 16 y 18, 

encapsulados en 

micropartículas 

biodegradables de 1-2 µm 

de poli(lactidocoglicolido). 

E6 / E7 de VPH 16 / 18. 

Fases I y II. 

Pacientes con NIC 2/3. 

pNGVL4a-Sig/E7 

(detox)/Hsp70 / NCI 

Plásmido codificante para 

E7 mutada de VPH16, con 

el sitio de unión a Rb 

abolido y con una secuencia 

codificante para las 

proteínas Sig y HSP70. 

E7 HPV-16 / Fase I. Pacientes con NIC 2/3. 

pNGVL4a-CRT/E7 (detox) / 

NCI 

Plásmido codificante para 

E7 mutada de VPH16, con 

el sitio de unión a Rb 

abolido y con una secuencia 

codificante para 

calreticulina. 

E7 VPH 16 / Fase I. Pacientes con NIC 2/3. 

VGX-3100 / Inovio 

Biomedical Corp / VGX 

Pharmaceuticals. 

Plásmido codificante para 

E6 y E7 de VPH 16 y 18. 

E6/E7 de VPH 16/18. Fase 

I. 

Mujeres adultas 

posquirúrgicas o tratamiento 

ablativo de NIC 2/3. 

Cuadro 4. Ensayos clínicos de estrategias terapéuticas basadas en ADN contra VPH [63, 
67]. 
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2.5.1 Terapia génica basada en genes de citosinas (Inmunoterapia) 
La inmunoterapia es una de las estrategias terapéuticas que ha sido evaluada en 

diversas patologías asociadas a infección por VPH, y busca la activación y/o estimulación 

del sistema inmune para disminuir o eliminar los tumores. Se ha observado en el tejido 

cervical infectado con VPH, un microambiente tumoral caracterizado por la expresión de 

citocinas inmunosupresoras y anti-inflamatorias como: IL-4, IL-10 y TGFβ; las cuales 

participan para la persistencia del VPH y la progresión tumoral. Por lo que diversos grupos 

de investigación, han propuesto que la modificación en la respuesta inmune contra 

cáncer, usando citocinas específicas; podría ser una estrategia efectiva contra CaCu [63-

65]. En este sentido, se han probado en diversas citocinas en distintos modelos tumorales 

experimentales, y se ha observado que la IL-2 e IL-12 desarrollan la mayor actividad 

antitumoral [63, 67] debido a que son capaces de activar la respuesta inmune celular, 

además mediante la inducción en la expresión de moléculas co-estímuladoras como: B7, 

cadena ζ de CD3, MHC Clase I, se produce la activación de la respuesta inmune del 

hospedero y específica contra antígenos del VPH, y se ha observado una alta capacidad 

para revertir el estado de inmunosupresión en el microambiente tumoral [63, 71, 73, 76]. 

  

2.5.2 Interleucina 12 como terapia génica contra el cáncer cervicouterino 

La IL-12 es una citocina compuesta por dos subunidades: p35 y p40, cuyos genes 

se encuentran localizados en diferentes cromosomas (cromosomas 3 y 5 en humanos, y 

cromosomas 6 y 11 en ratones, respectivamente), y su expresión se encuentra regulada 

de manera independiente, sin embargo cuando dichas subunidades se co-expresan en la 

misma célula, se produce un heterodímero unido por puentes disulfuro, generando la 

molécula biológicamente activa llamada: IL12 p70 [84-88]. 

La IL-12 es producida principalmente por células inflamatorias activadas 

(monocitos, macrófagos, neutrófilos, microglía y células dendríticas), y en menor grado 

por células B [89-93]. Las funciones de la IL-12 se han estudiado principalmente en 

relación con los linfocitos, aunque también afecta a otros tipos celulares. Una de las 

funciones principales de la IL-12 es la inducción de otras citocinas. En las células T, NK y 

células B, la IL-12 induce la producción de INF-γ; la cual participa mediando muchas de 

las actividades pro-inflamatorias y estimula la actividad bactericida de las células 

fagocíticas, potenciando así la respuesta inmune innata (Figura 5). 
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Figura 5. Fuentes celulares y respondedores de la IL-12. Las células presentadoras de 
antígeno y las células fagocíticas, incluyendo monocitos, macrófagos, células dendríticas y 
neutrófilos, son los principales productores de la IL-12. Las principales acciones de la IL-12 son 
sobre las células T y NK, y se describen los principales efectos de la IL-12. (Modificado de 
Trinchieri G. Nat Rev Immunol. 2003 Feb; 3(2):133-46) [94].  

 

La IL-12 es una citocina que gracias a sus propiedades como inmunomodulador  

de  la respuesta celular y actividad antitumoral, se ha usado ampliamente en la terapia 

génica en diversos modelos tumorales experimentales, en ellos se ha observado la 

inhibición del crecimiento tumoral y la reducción del número de metástasis experimentales 

[95-97]. Particularmente en terapia génica contra el CaCu, la IL-12 ha demostrado un 

efecto adyuvante en diversos modelos animales de tumor asociados al VPH. El gen de IL-

12 como terapia génica se ha utilizado empleando diferentes estrategias como: DNA 

desnudo, [98-99], adenovirus [100] terapia génica ex vivo [101], y en combinación con 

antígenos como E6/E7 [99-100] y con genes de moléculas inmunomoduladoras de la 

Monocito/Macrófago Neutrófilo Células Dendríticas Linfocitos B 

Los agentes patógenos a través de receptores tipo Toll u otros receptores, activan las células T a través de CD40L, 
RANKL, INF-γ , IL-4 y otros componentes de señalización de la matriz extracelular inflamatoria.    

 Interleucina-12 Progenitor hematopoyético 

+ IL-3 y FEC 
 

Linfocitos T 

TH2 

TH1 

INF-γ 
IgE e IgA 

IgG2a 
Linfocitos B 

Células NK (LT 
CD8

+
, Células NKT) 

Proliferación INF-γ 
GM-CSF 

TNF 
IL-8 

Proliferación 

Citotoxicidad 
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respuesta inmune celular [101]. El efecto de represión de crecimiento tumoral es 

observado en todos los casos, además de la capacidad para  inhibir la formación de 

metástasis experimentales, por lo que esta citocina es considerada como candidata para 

el tratamiento basado en la terapia génica contra el CaCu. El efecto antitumoral de la IL-

12 es dependiente de la activación y expansión de los linfocitos T CD8 citotóxicos [100], y 

del aumento en la producción de INF-γ en el sitio de inmunización; el cual es mediado por 

la activación de las células NK y NKT [97, 100]. Adicionalmente, el uso de IL-12 en la 

terapia génica contra el CaCu, se ha empleado en conjunto con diferentes combinaciones 

de citocinas en modelos tumorales experimentales asociados al VPH. La administración 

de IL-2 y el GM-CSF en conjunto, inhiben el crecimiento tumoral e inhiben la formación de 

tumores residuales después de la cirugía o quimioterapia en sistemas experimentales 

[102]. El tratamiento de IL-2, INF-γ y GM-CSF en modelos experimentales asociados al 

VPH 16, inhiben la formación de tumores recurrentes, y no se detectan diferencias en la 

actividad citotóxica de células citotóxicas de bazo [102].  Por otro lado, la terapia génica 

con citocinas como tratamiento para el CaCu, ha sido probada en conjunto con terapia 

combinada; usando RNA antisentido para E7 [99], antígenos de VPH [100], terapia génica 

suicida [101] y  moléculas co-estimuladoras de la respuesta inmune celular (B7-1 y B7-2) 

[102]. 

 

 

2.5.3 Métodos para la transferencia de genes 
 Uno de los grandes retos de la terapia génica, es la liberación eficiente y segura 

de los genes in vivo. Para poder acarrear los genes terapéuticos a las células diana, se 

requieren de elementos moleculares llamados vectores; en los que el gen deseado se 

empaca y puede ser liberado de manera segura dentro de la célula receptora.  Los 

sistemas de liberación del material genético exógeno en las células pueden ser 

clasificados en métodos físicos, químicos y biológicos (cuadro 5). La elección del método 

de transferencia depende de la naturaleza de la enfermedad, del período en la expresión 

génica (períodos cortos o largos) y si se requiere un nivel de expresión alto o bajo [28, 

103-105]. Para poder obtener dichas propiedades, es necesario desarrollar diversas 

estrategias que permitan que el vector favorezca la liberación intracelular del ADN intacto, 

que permita alcanzar una expresión eficiente del gen y la seguridad en el tejido blanco.  
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Métodos físicos Métodos químicos Métodos biológicos 

•ADN desnudo 

•Microinyección 

•Biobalística  

•Electroporación 

 

 

•Fosfato cálcíco  

•Liposomas 

•Lipidos catiónicos 

•Polímeros catiónicos 

 

•Retrovirus 

•Lentivirus 

•Adenovirus 

•Adenoasociados 

•Herpesvirus 

•Poxvirus 

•Virus de estomatitis vesicular  

•Alfavirus 

Cuadro 5. Métodos de transferencia de genes utilizados en terapia génica. 

 

2.5.4 Métodos biológicos 

Vectores virales 
Los métodos biológicos utilizados para la transferencia génica se basan 

principalmente en la utilización de vectores virales, los cuales son virus recombinantes 

modificados genéticamente, que son capaces de transferir el material genético que 

transportan a una célula hospedera. Algunas de las modificaciones de los vectores virales 

permiten que sean carentes de replicación, e incapaces de causar enfermedad cuando se 

introducen a la célula.  

La eficiencia en la liberación del material genético por parte de los vectores virales 

a la célula hospedera, es mayor que la de los vectores no virales, debido a que presentan 

mecanismos como: la penetración y unión a la célula, escape de los compartimentos 

intracelulares, transporte activo del material genético al núcleo celular, y además protegen 

a los ácidos nucleicos de su degradación enzimática; por lo que son considerados los 

sistemas más efectivos en la liberación de genes [80-86]. Sin embargo, los vectores 

virales también presentan muchas limitantes en su aplicación en terapia génica, pues 

algunos de ellos como los retrovirus y los virus adenoasociados, pueden integrar el DNA 

viral en los cromosomas de la célula hospedera, provocando mutagénesis insercional. 

Además la administración repetida con adenovirus, puede inducir la respuesta inmune y la 

eliminación en la expresión del transgen; por otro lado el tamaño del gen insertado es 

limitado, pues presentan una baja capacidad de empaquetamiento, y su proceso de 

producción a gran escala es costoso y difícil [82, 84, 87-88]. En el cuadro 6, se muestra 

una comparación de los diferentes vectores virales utilizados en terapia génica.  
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FAMILIA 
C

ar
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te
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tic
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 d
e 

la
 p

ar
tíc

ul
a

 

                             Adenovirus  

 

Virus 
Adenoasociados 

 
 

Alfa virus 

 

Herpesvirus 

 

Retrovirus 
/Lentivirus 

 

Virus 
Vaccinia 

 

Genoma DNAds DNAcs RNAcs (+) DNAdc RNAcs (+) DNAdc 

Cápside Icosahedrico Icosahedrico Icosahedrico Icosahedrico Icosahedrico Complejo 

Envoltura Desnudo Desnudo Envoltura Envoltura Envoltura Envoltura 

Polimerasa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 

Diámetro  70-90 nm 18-26 nm 60-70 nm 150-200 nm 80-130 nm 170-200 X 
300-450 nm 

Tamaño del 
genoma 

38 – 39 kb 5 kb 12 kb 120-200 kb 3-9 kb 130-280 kb 

Pr
op

ie
da

de
s 

de
 la

 te
ra

pi
a 

gé
ni

ca
 

Infección / 
Tropismo 

Células en 
división y sin 

división 

Células en división 
y sin división 

Células en 
división y sin 

división 

Células en 
división y sin 

división 

Células en 
división 

Células en 
división y sin 

división 

Interacción 
Genoma / 
Hospedero 

Sin integración Sin integración Sin 
integración 

Sin integración Integración Sin 
integración 

Expresión 
del 
transgen 

Transitoria Potencial de larga 
duración 

Transitoria Potencial de 
larga duración 

Larga 
duración 

Transitoria 

Capacidad 
de 
empaqueta-
miento 

7.5 kb 4.5 kb 7.5 kb > 30 kb 8 kb 25 kb 

Cuadro 6. Comparación de diferentes vectores virales utilizados en terapia génica. Visión 
general de las ventajas y desventajas. Modificado de: http://www.genetherapynet.com/viral-
vectors.html. 

 

2.5.5 Métodos físicos  

En los últimos años se han estudiado diversos vehículos no virales para la liberación 

de genes. Las diferentes estrategias han explorado propiedades físicas, donde se buscan 

mecanismos para liberación de genes libre de acarreadores, y estrategias químicas; 

basadas en la liberación de genes empleando vectores sintéticos o naturales.  

Los métodos físicos incluyen: inyección del material genético, electroporación, 

pistolas de genes, ultrasonido y liberación hidrodinámica [106-112] (Cuadro 7).  
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Método Ventajas Limitantes 

Inyección Simple y seguro. Baja eficiencia. 

Electroporación Alta eficiencia. Limitadas aplicaciones, es 

necesaria la intervención 

quirúrgica, no útil para 

aplicaciones tópicas. 

Liberación hidrodinámica Alta eficiencia, sencillo, 

efectivo para la liberación 

génica en el hígado. 

Efectivo en animales 

pequeños, es necesario 

procedimiento quirúrgico. 

Ultrasonido Buen potencial para la 

liberación génica sitio-

específica. 

Baja eficiencia in vivo. 

Cuadro 7. Ventajas y limitantes de los métodos físicos de liberación génica actuales. (Modificado 
de Xiang, G. 2007) [123]. 

 

2.5.6 Métodos químicos  
Los métodos químicos se basan en la utilización de lípidos catiónicos y polímeros 

que son biocompatibles, cuya producción y análisis son sencillos y presentan flexibilidad 

en el tamaño y liberación del transgen, además de presentar baja inmunogenicidad [113-

116]. De acuerdo a la formulación de los vectores químicos no virales, pueden ser 

categorizados en 4 grupos: I) Aquellos capaces de formar complejos con el plásmido, 

protegiendo al ADN de su degradación por nucleasas y suero, II), aquellos diseñados para 

la liberación del ADN en tipos celulares específicos, III) aquellos diseñados para 

incrementar la liberación del ADN en el citosol o núcleo y, IV) aquellos diseñados para 

controlar la liberación del ADN, hasta alcanzar una expresión continúa controlada [103, 

117-120].    

Algunas de las limitantes de los sistemas de liberación génica no viral, es su menor 

eficiencia de transfección comparados con los sistemas virales; pues estos requieren de 1 

a 10 copias del transgen, alcanzando una eficiencia del 100% de transferencia, mientras 

que los sistemas no virales requieren aproximadamente 106 copias del plásmido para 

transfectar una célula, con cerca de 102 ∼ 104 copias del transgen que son transferidas al 

núcleo celular para su expresión [103, 121-122]. Algunas de las ventajas y limitaciones de 

los sistemas de liberación génica no viral se encuentran resumidas en el cuadro 8. 
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Método Ventajas Limitantes 

Inyección Simple y seguro. Baja eficiencia. 

Lípidos catiónicos Alta eficiencia in vitro; bajo a 

medio alto para la liberación 

génica local y sistémica. 

Respuesta inmune aguda. 

Actividad limitada in vivo. 

Polímeros catiónicos Alta efectividad in vitro; bajo a 

medio alto para la liberación 

génica local y sistémica. 

Toxicidad a las células, 

respuesta inmune aguda. 

Híbridos Lípido / Polímeros Eficiencia media a alta in vitro 

e in vivo; baja toxicidad.    

Baja actividad in vivo. 

Cuadro 8. Ventajas y limitantes de los métodos químicos de liberación génica actuales. 
(Modificado de Xiang, G. 2007) [123].   

  

2.6. Polímeros catiónicos en terapia génica. 
En actualidad, se han desarrollado nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer, 

las cuales tienen como objetivo minimizar la toxicidad de los tratamientos. La terapia 

génica se vislumbra como una alternativa terapéutica muy promisoria, y recientemente se 

están estudiando diferentes vehículos no virales que además de favorecer la liberación de 

genes, disminuyan las reacciones inmunológicas, permitan la posibilidad de realizar 

administraciones repetidas in vivo sin consecuencias adversas, y faciliten la creación de 

complejos específicos para la liberación y expresión dirigida a determinados tipos 

celulares y presenten mayor seguridad para el paciente debido a la poca o nula secuencia 

viral utilizada en el sistema. En este contexto, diversos sistemas para la liberación 

continua de genes terapéuticos basados en polímeros han sido probados [124-125].  

 

Los polímeros catiónicos forman complejos con el ADN mediante interacciones 

electrostáticas entre los grupos aminos de los policationes cargados positivamente con los 

grupos fosfato del ADN que contienen cargas negativas. Los complejos polímero/ADN 

quedan cargados positivamente, lo que les permite interactuar con moléculas de la 

superficie celular que contienen cargas negativas como las glicoproteínas y glucolípidos, y 

entrar a las células por endocitosis. Dentro de los polímeros catiónicos con un gran 

potencial para terapia génica no viral se encuentra: la poli (L-lisina) (PLL), ácido 

poli(láctico-glucólico) (PLGA),  dietilaminoetil (DEAE)-dextrán,  protamina, poliamidoamina 
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(PAMAM), Polietilenimina (PEI), dendrímeros catiónicos y el quitosano [122, 121-127]. 

Cuadro 9. 

 

NOMBRE ESTRUCTURA 

Poli (L-lisina) PLL 

 

Ácido poli(láctico-glucólico) (PLGA) 
 

Polietilenimina (PEI Linear) 
 

Polietilenimina (PEI ramificado) 

 

Poliamidoamina (PAMAM) 

 

Cuadro 9. Principales polímeros catiónicos utilizados como acarreadores de ADN. 

 

 

2.6.1.  Poli (L-lisina) (PLL). 

PLL es uno de los primeros polímeros utilizados para la liberación de genes. De 

acuerdo a su estructura peptídica, los grupos amino de la lisina se encuentran protonados 

a pH neutro, los cuales interactúan electrostáticamente con los grupos fosfato de los 

ácidos nucleicos que se encuentran cargados negativamente, y favorecen la formación de 

nanopartículas. Su naturaleza química favorece su biodegradación, lo cual favorece su 

utilización en modelos in vivo, sin embargo PLL ha demostrado relativamente alta 

citotoxicidad, además de una baja eficiencia de transfección al ser utilizado solo o sin 

modificaciones, posiblemente debido a la carencia de grupos amino con una pKa entre 5 – 

7, generando su incapacidad para escapar de la vía endocítica, y como consecuencia 

presentando bajos niveles en la expresión del transgen [128-129].  Con la finalidad de 

aumentar la eficiencia de transfección y disminuir la citotoxicidad de la PLL, se han 



 
 

33 
 

generado complejos con otras moléculas como: cloroquina, péptidos fusogénicos, 

residuos de histidina, quitosano, ácido mirístico y esteárico, polietilenglicol, transferrina, 

folato, anticuerpos monoclonales, entre otros [130-132]. 

 

2.6.2.  Ácido poli(láctico-glicólico) (PLGA). 

El PLGA es un polímero biodegradable y biocompatible que ha sido utilizado como 

vehículo acarreador de ácidos nucleicos, su principal característica es que la tasa de 

liberación puede ser controlada de acuerdo a su peso molecular, y a la composición del 

copolimero de PLGA. Por otro lado, se ha demostrado que el PLGA presenta una menor 

citotoxicidad que los lípidos y polímeros catiónicos, sin embargo su eficiencia de 

transfección es baja, por lo que se han desarrollado diversas estrategias para aumentar 

su eficiencia de transfección, algunas de las estrategias realizadas incluyen las 

formulaciones con otros polímeros como: polietilenimina (PEI), poliaminas catiónicas o 

polisacáridos como quitosano. También cuando las micropartículas de PLGA conteniendo 

un gen reportero han sido recubiertas con dimetil didodecilamonio (DMAB), su eficiencia 

de transfección aumenta significativamente comparado con las nanopartículas de PLGA 

no modificadas  [131-138].  

 

 

2.6.3.  Protamina. 

La protamina es una proteína utilizada para la liberación de genes, la cual debido a 

que contiene grupos amino con carga positiva, es capaz de interactuar 

electrostáticamente con las cargas negativas del ADN, aunque no se ha determinado la 

manera precisa de su interacción, debido a que la estructura de la protamina no ha sido 

determinada. Una de las principales limitantes en la utilización de la protamina para 

transfección génica, es la baja densidad de sus grupos amino; lo cual provoca que su 

eficiencia de transfección sea baja; es por ello que se han realizado complejos 

protamina/ADN cubiertas con moléculas como el polietilenglicol (PEG), con el fin de 

reducir el potencial eléctrico y aumentar su eficiencia de transfección, este tipo de 

complejos modificados, han mostrado buenos resultados cuando la protamina es digerida 

por métodos enzimáticos, se obtiene una protamina de bajo peso molecular, aumenta 

significativamente su eficiencia de transfección y disminuye su citotoxicidad, comparada 

con los complejos sin modificar [139-140]. 
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2.6.4.  Poliamidoamina (PAMAM) 

PAMAM es un polímero catiónico esférico altamente ramificado, por lo que es 

categorizado como un dendrímero. El PAMAM contiene diversos grupos amido y amina, lo 

que le permite interactuar electrostáticamente con el ADN y su núcleo esférico conduce a 

la encapsulación del material genético. La biocompatibilidad del PAMAM, se debe a su 

estructura, peso molecular y carga de superficie. La liberación de los complejos 

PAMAM/ADN por endosomas ha sido atribuida a la protonación interna de sus nitrógenos 

por protones endosomales, conduciendo a la hinchazón del endosoma y liberando el ADN 

al citoplasma. Su eficiencia de transfección es alta, sin embargo su citotoxicidad también 

es significativa, por lo que se le han realizado diversas modificaciones químicas con el fin 

de reducir su citotoxicidad y aumentar su capacidad de transgénesis [141-143]. La 

complejidad de su síntesis ha limitado sus aplicaciones clínicas.    

 

2.6.5.  Polietilenimina (PEI). 
PEI es un polímero con una alta densidad de carga catiónica, que puede 

encontrarse en forma lineal o ramificado; se sintetiza a partir de la polimerización de la 

aziridina, y su composición es de aproximadamente 25% de aminas primarias, 50% de 

aminas secundarias y 25% de aminas terciarias. En su forma lineal todos los átomos de 

nitrógeno están protonados, mientras que en su forma ramificada, solo dos tercios están 

cargados. En medio fisiológico la mayoría de las aminas no están protonadas, mientras 

que a pH 5, cerca del 45% de los átomos de nitrógeno están protonados [144-146]. 

 

PEI ha demostrado una alta eficiencia para la transferencia de genes sin la 

necesidad de agentes endosmolíticos o lisosomotrópicos, posiblemente debido a su 

capacidad para amortiguar el contenido endosomal, el cual facilita el escape del material 

genético [147], sin embargo la alta eficiencia de transfección del PEI, no depende 

únicamente de su densidad catiónica, sino también de su peso molecular; el PEI de alto 

peso molecular (25 kDa) es altamente eficiente para la transgénesis, pero es altamente 

tóxico en diversas líneas celulares; sin embargo el PEI de bajo peso molecular (2 kDa o 

menor), es prácticamente no tóxico pero muy ineficiente para la liberación génica [147-

149]. La alta capacidad del PEI para transfectar ADN plasmídico en diversas líneas 

celulares, se debe a su alta capacidad para condensar al ADN en partículas coloidales, 
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sin embargo la aplicación clínica del PEI se ha limitado debido a su toxicidad aguda. El 

principal efecto tóxico del PEI es atribuido a su capacidad para permeabilizar membranas 

celulares, la cual se encuentra directamente relacionada con la concentración, pues es 

capaz de generar disrupción lisosomal cuando se utiliza a una concentración de 1000 µM 

o mayor, mientras que a concentraciones de 150 µM o menores no afecta la membrana 

plasmática [127,150-151]. 

 

PEI ha sido ampliamente modificado con la finalidad de reducir la toxicidad y 

mejorar su eficiencia de transfección. La PEGilación de complejos PEI/ADN, aumenta su 

solubilidad en agua y disminuye su toxicidad. También cuando el PEI es acetilado, la 

eficiencia de transfección de los complejos aumenta, y su toxicidad disminuye, comparado 

con el PEI sin modificar [152-153].  PEI ha sido probado en diversos modelos de estudio 

in vivo, obteniendo buenos niveles de expresión génica en: riñón de rata por inyección 

intra arterial, tumores murinos, cerebro de ratón, inyección directa y en pulmones de 

conejo, sin embargo se han observado diversos efectos citotóxicos [154-156]. 

 

 

2.7.  Polisacáridos como vehículos no virales para terapia génica. 

Los polisacáridos constituyen los más abundantes de las 4 macromoléculas 

biológicas que existen, se clasifican de acuerdo a su secuencia, a los enlaces que forman 

con su monosacárido principal, a la configuración anomérica de sus enlaces, al tamaño 

del anillo (furanosa o piranosa), a su configuración absoluta D o L y a la presencia de 

otras moléculas. Las propiedades fisicoquímicas de los polisacáridos pueden estar 

influenciadas por sus características a nivel estructural;  y de acuerdo a todas esas 

propiedades, participan de distintas maneras en los organismos vivos como: 

almacenamiento, transporte de energía y estructurales. 

 

El uso de polisacáridos como bloques constructores para el desarrollo de sistemas 

de liberación génica ha aumentado rápidamente, debido a sus propiedades como 

biocompatibilidad, biodegradación, baja toxicidad y bajo costo. Además la variedad en sus 

propiedades fisicoquímicas y facilidad en la realización de modificaciones químicas, 

permiten la posibilidad de diseñar una amplia variedad de compuestos para la 
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transferencia de moléculas con fines terapéuticos [157-158]. En el cuadro 10 se muestran 

los principales polisacáridos utilizados para la liberación de nucleótidos. 

 

 

 

NOMBRE ESTRUCTURA 

Quitosano 

 
Ciclodextrina 

 
Dextrán 

 
Dextrán-espermina 

 
Esquizofilan 

 
Pululán 

 
Ácido algínico 

 

Cuadro 10. Principales polisacáridos utilizados en terapia génica. 
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2.8.  Quitosano. 

2.8.1. Síntesis de Quitosano. 

El quitosano es un polisacárido de origen natural derivado de la quitina, la 

cual es un poli[β-(1→4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosa], (GlcNAc) o 

también conocido como poli-N-acetilglucosamina (Figura 6), y es uno de los 

materiales orgánicos de origen natural más abundantes en el mundo.  

 

La biosíntesis de la quitina es realizada por un gran número de organismos 

vivos, particularmente por crustáceos, moluscos e insectos, y es el principal 

componente del exoesqueleto de los artrópodos. La quitina también puede 

presentarse en ciertos hongos de la familia Mucoracea y en levaduras, formando 

parte de su pared celular.  

La quitina puede encontrarse en tres aloformas: α, β y γ. La α quitina es la 

forma más abundante, mientras que la β quitina es rara y se encuentra asociada 

con proteínas en los calamares [159-160].  De acuerdo a las propiedades 

estructurales de la quitina, puede interaccionar generando una red organizada de 

fibras que le confiere rigidez y resistencia a los organismos que la contienen [161-

162].   

La quitina es un material altamente insoluble en agua y solventes orgánicos 

comunes.  Químicamente no es reactivo; lo que límita sus aplicaciones. Sin 

embargo, la quitina puede modificarse químicamente en sus grupos amino 

primario y sus grupos hidroxilo libres, lo que favorece su solubilidad en agua y 

solventes orgánicos, lo que le permite ser utilizado para diversas reacciones y 

generar algunos derivados como el quitosano, el cual es producido por la 

desacetilación alcalina de la quitina [162-165].  
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Figura 6. Estructura molecular de la Quitina. Conformada por copolimeros continuos de 
residuos de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. 

 

La principal fuente comercial de la quitina son los cangrejos y camarones, la 

cual contiene entre 30-40% de proteínas, 30-50% de carbonato de calcio, 20-30% 

de quitina, además de lípidos y pigmentos como: astaxantina, cantaxantina, 

luteína o β-caroteno. La síntesis del quitosano a partir de la quitina requiere de 4 

pasos generales: desmineralización, desproteinización, decoloración y 

desacetilación [166-168], (Figura 7).  
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Figura 7. Diagrama de flujo de producción de Quitosano. Modificado de Kurita, K. 1986) 
[165]. 

 

La desmineralización consiste en un tratamiento ácido para eliminar el 

carbonato de calcio, seguida de una extracción alcalina para solubilizar las 

proteínas (desproteinización), o mediante hidrólisis enzimática (usando una quitina 

desacetilasa) [169-170]. Durante el proceso de desproteinización, se puede 

generar la formación de espuma, pero esta no es tan rápida e intensa como la que 

se produce durante la desmineralización. Adicionalmente se realiza un paso de 

decolorización, realizado para remover los pigmentos residuales y obtener un 

producto sin color. Esos tratamientos necesitan ser adaptados para cada fuente de 

quitina, debido a las diferencias en la ultraestructura del material inicial. 

Finalmente, se realiza una desacetilación parcial, bajo condiciones fuertemente 

alcalinas para remover los grupos acetilo y convertir la quitina en quitosano (Figura 

8). Los grupos N-acetil, no pueden ser removidos mediante reactivos ácidos sin 
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hidrólisis del polisacárido, por lo que los métodos alcalinos son los que producen 

mejores resultados para la N-desacetilación [170]. Existen diversos factores 

críticos que afectan el grado de desacetilación de la quitina, los principales son: la 

temperatura y tiempo de desacetilación, la concentración del álcali, los 

tratamientos previos aplicados en la obtención de la quitina, la presión 

atmosférica, la proporción quitina-álcali, la densidad de la quitina y el tamaño de la 

partícula [171-172]. Todos esos parámetros son necesarios para la obtención del 

quitosano. Cuando la quitina alcanza un contenido de nitrógeno mayor al 7% de su 

peso, o cuando su grado de desacetilación es de alrededor del 50% es llamada 

quitosano [173].   

 

Además de los métodos químicos para la obtención de quitosano, también se 

han desarrollado diversos procesos biotecnológicos basados principalmente en el 

uso de enzimas. Se han utilizado enzimas proteolíticas como: alcalasa, 

quimiotripsina y papaína para extraer las proteínas y obtener inicialmente la 

quitina, también se han utilizado tallos de bromelia obteniendo mejores resultados 

que con la papaína. Por otro lado, también se han utilizado proteasas de aislados 

bacterianos como: Pseudomonas maltophilia, Bacillus sp. Pseudomonas 

aeruginosa F722, Nephrops norvegicus, Enterococcus faecium y Pediococcus 

acidilactici. Cuando la quitina es obtenida, se han utilizado diversas enzimas para 

la obtención del quitosano, su principal funcionamiento es la desacetilación de la 

quitina, empleando quitina desacetilasa, la cual puede ser obtenida de 

Colletotrichum lindemuthianum, Mucor rouxii, Abisidia butleri o Aspergillus 

nidulans. Sin embargo los distintos métodos de preparación, resultan en diferentes 

grados de desacetilación, variación en la distribución de los grupos acetilo, 

longitud de la cadena y estructuras conformacionales [174]. A pesar de las 

distintas variaciones que se han realizado en los métodos enzimáticos para la 

obtención del quitosano, el tiempo de reacción es mayor que cuando se utilizan 

métodos químicos. Además los costos de las enzimas son muy elevados 

comparado con el método químico; también se han reportado diversos problemas 

al tratar de realizar el escalamiento del proceso, por lo que la implementación de 
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los métodos enzimáticos a nivel industrial para la obtención de quitosano es aún 

limitado. 

 

 

Figura 8. Desacetilación de la Quitina para obtención de Quitosano. 

 

 

2.8.2. Propiedades fisicoquímicas. 

El quitosano es un heteropolímero catiónico linear de origen natural, que se obtiene 

a partir de la N-desacetilación de la quitina, y está compuesto por unidades de β(1-4) 2-

acetamido-2-deoxi-β-D-glucopiranosa (N-acetilglucosamina) (α 20%), y 2-amino-2-deoxi-

β-D-glucopiranosa (D-glucosamina) (β 80%); unidos por enlaces glucosídicos β (1,4) 

[159-160, 175-176]. La distribución de su cadena depende del método empleado para su 

obtención, pues debido a ello se puede obtener una variación en el grado de N-

desacetilación, que casi nunca es completa. El quitosano contiene un grupo amino 

primario en los residuos de D-glucosamina, con un valor de pKa en el intervalo de 6.2 a 7 

y dos grupos hidroxilo libres por cada monómero, su fórmula unitaria es C6H11O4N [176-

177]. Debido a los puentes de hidrógeno intermoleculares que contiene, y la ionización del 

grupo amino, el quitosano es insoluble a pH neutro o alcalino. A pH ácido, los grupos 

amino del polímero se encuentran protonados, lo que incrementa su solubilidad, sin 

Quitina pura 
100% grupos acetilo 

 

Quitosano 
40-98% grupos acetilo 

Quitano  
0% grupos acetilo 

DESACETILACIÓN 
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embargo su grado de desacetilación (entre el 40 al 98%) y su peso molecular (50 a 2000 

kDa), pueden afectarla, lo cual impacta en la generación de formulaciones para su 

aplicación [34, 179]. Por otro lado, los azúcares que constituyen al quitosano 

(glucosamina y N-acetilglucosamina), se encuentran en los tejidos de los mamíferos, y 

permite su biocompatibilidad con tejidos animales y humanos [180], lo que ha permitido su 

autorización por la FDA (US Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) para 

su utilización en diversos dispositivos médicos (Datos disponibles en: 

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/ cfdocs/cfPMN/pmn.cfm. (acceso Septiembre 

10, 2012), sin embargo, debido a la gran variabilidad entre las propiedades fisicoquímicas 

del quitosano, su autorización en aplicaciones biomédicas requiere de mayor información 

en cuanto a la fuente, caracterización, pureza, destino, historia regulatoria y adherencia a 

la farmacopea y estándares internacionales (información disponible en: 

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm,http://www.accessdata.fda.gov/sc

ripts/cder/drugsatfda/ y http://www.fda.gov/downloads/AboutFDA/CentersOffices/CDER 

/UCM135688.pdf). 

 

Los principales aspectos fisicoquímicos que deben ser analizados en el quitosano 

son: grado de pureza, peso y distribución molecular, longitud de la cadena, grado de 

desacetilación, densidad y distribución de la carga, formas de la sal, viscosidad y valor de 

retención de agua; pues todas esas propiedades determinan la aplicación final del 

polímero [34, 177-179]. 

 

 

2.8.3. Peso Molecular  

 La determinación del peso molecular de los polisacáridos es de suma 

importancia para direccionar las aplicaciones más eficientes de los mismos. 

Existen diversas evidencias que indican que la mayoría de las actividades 

fisiológicas y propiedades funcionales del quitosano dependen de su peso 

molecular, pues este afecta sus propiedades de viscosidad, solubilidad, adsorción 

en sólidos, elasticidad y fuerza de ruptura [181].  

El peso molecular del quitosano está definido por el número de unidades de 

azúcar por molécula de polímero (n) [4], y está influenciado por las variables 
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presentadas durante el proceso de desacetilación, tales como: el tiempo, la 

temperatura, la concentración y naturaleza del material de origen y las condiciones 

atmosféricas [182].  

Dependiendo de la fuente y procedimiento de preparación del quitosano, su peso 

molecular promedio puede presentarse en un intervalo de 50 a 1000 kDa, 3.8 a 

2000 kDa y de 50 a 2000 kDa [183-184], pero de manera general se clasifica 

como quitosano de bajo, mediano y alto peso molecular. A nivel termodinámico, el 

peso molecular del quitosano, favorece la posibilidad de generar asociaciones 

intracatenarias favorecidas por los puentes de hidrógeno. Cuando aumenta el 

peso molecular, la agregación entre las cadenas del polímero se vuelve favorable, 

y la fuerza iónica es suficientemente alta para favorecer la condensación de los 

contra-aniones, lo que le permite interactuar con diversas moléculas. Además el 

incremento en el peso molecular, produce un aumento en la viscosidad de la 

solución, por lo que resulta complicado preparar soluciones de quitosano con una 

concentración superior a 2-3%, y la disminución del peso molecular, podría 

aumentar potencialmente la concentración de la solución y mejorar la solubilidad 

del polímero [175, 185].  

El peso molecular del quitosano puede ser determinado por diversos métodos 

como viscometría, cromatografía de permeación en gel, dispersión dinámica de luz 

y espectrofotometría [186]. Los principales efectos del peso molecular del 

quitosano se resumen en la figura 9. 
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Figura 9. La influencia del peso molecular en algunas propiedades del quitosano y 
sus soluciones. Como consecuencia del incremento en el peso molecular, algunas 
propiedades Fisicoquímicas y biológicas del quitosano y sus soluciones cambian, lo cual 
determina la bioactividad del material (Modificado de Kumirska, 2011) [187]. 

 

2.8.4. Grado de desacetilación. 
El grado de desacetilación (GD) es uno de los parámetros de gran importancia que 

deben ser evaluados en el quitosano, y corresponde a la proporción de residuos N-acetil-

D-glucosamina por unidades estructurales de D-glucosamina. El grado de desacetilación 

permite diferenciar entre la quitina y el quitosano, cuando el número de unidades de N-

acetil-D-glucosamina es del 50% el biopolímero es llamado quitosano, sin embargo 

cuando el número de N-acetil-D-glucosamina es mayor al 50 % se le llama quitina. Por lo 

tanto el proceso de desacetilación involucra la remoción de los grupos acetilo de la 

cadena molecular de la quitina, manteniendo el grupo amino completo (-NH2) [188-189]. 

Para incrementar el contenido de grupos amino en el quitosano y aumentar el grado de 

desacetilación se debe realizar un tratamiento alcalino repetido de la quitina, sin embargo 

algunas variables en el proceso como el tiempo de tratamiento, la temperatura y la fuerza 

de la solución alcalina, pueden influenciar el grado de desacetilación final del quitosano, lo 

cual tiene un impacto en el grado de absorción de humedad, distribución de carga, 

viscosidad intrínseca y solubilidad del quitosano en soluciones acuosas, y determina 
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muchas de sus aplicaciones [4, 188, 190-191]. El grado de desacetilación mayor al 75% 

del quitosano, le proporciona un valor intrínseco de pKa cercano a 6.5, lo cual favorece 

que el biopolímero  pueda diluirse en soluciones acidas, lo anterior es debido a que los 

grupos amino que se encuentran protonados de los residuos de glucosamina en la 

solución ácida, lo cual interrumpe los enlaces de hidrógeno intracatenarios y favorecen 

interacciones polímero-solvente más favorables [175-181].    

Existen diversos métodos para definir el grado de desacetilación, algunos de los 

principales son: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, espectrofotometría 

ultra-violeta, Resonancia magnética nuclear H1, varios métodos de valoración, análisis 

elemental, degradación ácida seguida de HPLC, análisis térmico, determinación de ácido 

nitroso, entre otros [186]. A nivel comercial el quitosano se encuentra disponible con 

grados de desacetilación entre 50-90%, 66-95% ó 40-98%, lo cual permite su utilización 

en diversas áreas de estudio (Sigma-Aldrich). 

 

2.8.5. Solubilidad. 
El bajo grado de solubilidad del quitosano, es una de las principales limitantes para 

su aplicación. El quitosano puro tiene una pKa ≅ 6.5, por lo que es considerado un 

polielectrolito catiónico, y además debido a su estructura cristalina estable y rígida;  es 

insoluble en agua, en medio alcalino, en soluciones acuosas con pH>7, e incluso en 

solventes orgánicos. Sin embargo, puede disolverse en ciertos ácidos orgánicos e 

inorgánicos, entre ellos los ácidos hidroclorídrico, fosfórico, láctico, glutámico, málico, 

propiónico, succínico, acético, tartárico, cítrico y fórmico [162-168].  

La propiedad del quitosano para diluirse en soluciones ácidas, depende de la 

distribución de sus grupos acetilo presentes a lo largo de la cadena; pero principalmente 

de la distribución y cantidad de grupos amino libres. Dichos grupos, le permiten modificar 

sus características conformacionales, mediante uniones de hidrógeno intra y/o 

intermoleculares; lo que ocasiona la generación de fuerzas asociativas entre las cadenas. 

Cuando el quitosano es disuelto en un medio acuoso ácido a un pH < 6.5, el polisacárido 

adquiere una carga positiva alta en los grupos –NH3
+, lo que le permite interactuar con 

superficies cargadas negativamente [181, 192-194]. 

 

Por otro lado, el valor de pKa del quitosano es altamente dependiente del grado de 

N-acetilación. Por lo tanto, su solubilidad es dependiente de su grado de disociación, el 
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método de desacetilación y el tipo de ácido utilizado para su producción. En este sentido, 

la solubilidad puede ser un factor limitante en su utilización; debido a que el quitosano es 

insoluble y poco efectivo para su absorción, lo cual es un factor limitante, principalmente 

en aplicaciones biomédicas a pH fisiológico (7.4), [195]. Por lo tanto, es necesario 

desarrollar estrategias para mejorar su solubilidad, y favorecer su implementación en 

sistemas con un amplio intervalo de pH. En este sentido, se han desarrollado estrategias 

basadas en la hidrólisis parcial  del quitosano, para generar una disminución en su peso 

molecular, y permitir su fácil solubilidad en agua. El acortamiento de sus cadenas laterales 

y grupos amino libres; permite la obtención de quitosano de bajo peso molecular, con  

baja viscosidad y alta solubilidad a pH neutro [196]. 

 

2.8.6. Viscosidad. 
La viscosidad es una propiedad de los fluidos, que direcciona de manera importante 

su utilización hacia una aplicación en particular. Las soluciones que contienen quitosano, 

presentan la capacidad de formar soluciones viscosas; las cuales pueden funcionar como 

agentes espesantes, estabilizadores o de suspensión.  

Derivado de diversas pruebas reológicas, se ha demostrado que las soluciones que 

contienen quitosano; presentan propiedades de pseudoplástico y viscoelásticas. Sin 

embargo, su viscosidad puede ser afectada por factores propios del quitosano como: su 

grado de desacetilación, peso molecular, y además por factores propios de su síntesis, 

entre ellos, la concentración y tipo de solventes utilizados, temperatura, fuerza iónica y de 

manera muy importante el pH de la solución [181, 189]. 

Cuando una solución que contiene quitosano se encuentra a valores de pH menores 

a 4, la mayoría de sus grupos amino se encuentran protonados, lo cual genera un efecto 

de repulsión electrostática, entre los grupos con la misma carga;  esto conduce al 

aumento en la expansión del polímero. Cuando el quitosano se encuentra en solución a 

pH 5.2, se generan estructuras inestables; mientras que a pH mayor a 6.5 (el cual es 

aproximadamente la pKa del grupo amino del quitosano), el tamaño de los agregados 

aumenta, y se genera la fase de precipitación [192,197].    

En el SIU (Sistema Internacional de Unidades), la unidad física de viscosidad 

dinámica es el pascal-segundo (Pa·s).  El intervalo de viscosidad del quitosano comercial 

es de 10 a 1000 mPa·s, en una relación de quitosano al 1% p/v en ácido acético al 1%, a 

25°C [186]. 
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2.8.7. Reactividad química. 
  El quitosano y sus derivados contienen 3 tipos de grupos funcionales reactivos. 

Contiene un grupo amino en la posición C2 de cada unidad desacetilada, y dos grupos 

hidroxilo (primario y secundario), en las posiciones C6 y C3; los cuales pueden ser 

manipulados por medios fisicoquímicos, para mejorar su solubilidad a pH neutro y 

modificar su estructura [190, 198].  

Los grupos amino del quitosano, pueden ser modificados por diversas reacciones 

químicas; lo que le permite su conjugación con diversas moléculas. Dichas interacciones 

favorecen que el quitosano  pueda ser acarreado a diversos compartimentos, o generar 

diversos biomateriales, los cuales presentan características biocompatibilidad y baja o 

nula toxicidad [190, 199-200]. Algunos de los principales polímeros que han sido 

acoplados con el quitosano se enlistan en el cuadro 11. 

 

Método de copolimerización Polímero acoplado 

Radical (A partir del polímero acoplado) 

Metacrilatos 
Poliacrilamida 
Poli (N-isopropilacrilamida) 
Poliacrilonitrilo 
Polivinil acetato 
Ácido poliacrílico 
Poli(2-metil-2-oxazolina) 
Polivinilpirrolidona 
Poliestireno 

Apertura del anillo (A partir del polímero 
acoplado). 

Polipéptidos, Poli-L-lisina 
Policaprolactona 
Poli(etilen imina) 
Ácido poliláctico 

Apertura del anillo (del polímero injertado) 

Poli(2-oxazolina) 
Poli(isobutil vinil éter) 
Poli(etilen imina) 
Poliuretano 
Poli(dimetilsiloxano) 
Poloxamero 
Polietilenglicol  
Dendrímero poli(amido amina) 
Polisacáridos 

Cuadro 11.  Principales polímeros acoplados al quitosano (Novoa-Carballal, 2012) [201]. 
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2.9. Propiedades Biológicas. 
El quitosano presenta diversas características fisicoquímicas, las cuales 

influyen en sus principales propiedades biológicas, entre ellas: biodegradación, 

biocompatibilidad, baja o nula toxicidad y mucoadhesión [167, 202-203], lo que 

posiciona al quitosano como uno de los principales biomateriales, para ser 

utilizado en diversos campos de estudio, principalmente en las áreas biomédica, 

farmacéutica, alimentaria e industrial. La mayoría de las propiedades biológicas 

del quitosano, están relacionadas con sus características catiónicas y por lo tanto 

con su grado de desacetilación; además de su peso molecular, estructura y 

solubilidad. De acuerdo a las diferentes estructuras que puede presentar el 

quitosano, también puede presentar diferentes actividades biológicas, entre ellas 

actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, anticancerígena, efectos 

de coagulación sanguínea, actividad antidiabética, neuroprotectora, dietética, entre 

otras [204].  

 

 

2.9.1. Biocompatibilidad. 
La biocompatibilidad es una de las propiedades biológicas más importantes 

que deben considerarse en un biomaterial que pretende ser transplantado. En el 

caso del quitosano, la biocompatibilidad es considerada como la capacidad del 

polímero para interactuar con células vivas, tejidos u órganos, sin ser tóxico, no 

desencadenar reacciones inmunológicas locales o sistémicas, ni rechazos en 

sistemas in vivo. Los ensayos de biocompatibilidad in vitro, son fundamentales 

para la adecuada selección preliminar de los materiales y poder determinar la 

citocompatibilidad, genocompatibilidad y hemocompatibilidad. Una vez que se ha 

demostrado la biocompatibilidad en modelos in vitro, es posible evaluarla 

utilizando modelos en animales y ensayos clínicos en humanos [205].  

Diversas publicaciones relacionadas con la biocompatibilidad del quitosano 

han sido reportadas, sin embargo muchos de esos reportes se basan en ensayos 

in vitro, y aún no han evaluado la totalidad de las pruebas biológicas 

recomendadas por los diversos organismos internacionales, que regulan la 
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seguridad de un producto. Una de las principales recomendaciones relacionadas 

al uso del quitosano en humanos, ha sido la de garantizar la ausencia de 

reactividad alérgica en individuos sensibles a la glucosamina o a los mariscos. En 

este sentido se realizó un estudio con 15 pacientes con reacción sistémica a los 

mariscos, y se comprobó que no existe una reacción cuando fueron retados con 

glucosamina [206], posiblemente porque las alergias a los mariscos, son 

reacciones a las proteínas, y no a la quitina o quitosano.  

 

 

2.9.2. Biocompatibilidad in vitro 

La evaluación de biocompatibilidad in vitro del quitosano y sus derivados, 

involucran ensayos de bioseguridad y biofuncionalidad. Cuando la finalidad es la 

aplicación del quitosano en humanos, se recomienda en primera instancia, el 

desarrollo de ensayos de citocompatibilidad y hemocompatibilidad; y 

posteriormente los ensayos de genotoxicidad e inmunobiocompatibilidad. La 

evaluación de la biocompatibilidad del quitosano mediante cultivos in vitro, permite 

reproducir de manera artificial, las condiciones que garantizan la viabilidad de las 

células y tejidos obtenidos de un organismo vivo, al estar en contacto con la 

sustancia de estudio. La alta biocompatibilidad del quitosano, parece estar 

relacionada al grado de desacetilación de las muestras, cuando la carga positiva 

del polímero incrementa, las interacciones entre el quitosano y las células también 

aumentan, debido a la presencia de grupos amino libres [206], por lo tanto la 

evaluación de biocompatibilidad in vitro, sirve como evaluación inicial para 

establecer la respuesta biológica al quitosano. 

Los cultivos in vitro, pueden clasificarse en: órganos, tejidos y cultivos 

celulares; y en todos ellos ha sido evaluada y comprobada la biocompatibilidad del 

quitosano [207-209]. 

La citocompatibilidad in vitro, involucra la evaluación de la citotoxicidad y del  

crecimiento celular. Las pruebas de citotoxicidad consisten en la evaluación 

morfológica y cuantificación de las células que han muerto, después de haber sido 

expuestas al quitosano. Algunos de los métodos empleados incluyen el monitoreo 
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de la actividad de la enzima endógena hexosaminidasa, la prueba de lactato 

deshidrogenasa, ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT), ensayo de azul de Alamar, ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

ilo)-5-(3-caboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol (MTS), ensayo de 2,3-bis-(2-

metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazol-5-carboxanilida (XTT), ensayo de 

bromodioxiuridina (BrdU), y el ensayo de timidina-H3 [209-214]. Así la citotoxicidad 

del quitosano in vitro, ha sido evaluada en diversas líneas celulares normales y 

cancerosas, incluyendo: queratinocitos, fibroblasto de pulmón fetal humano (HFL-

1), células del ligamento periodontal humano (PDLCs), fibroblastos de ratón L929, 

células de carcinoma cervical (HeLa), carcinoma hepatocelular (HepG2) y células 

de adenocarcinoma de colon humano (COLO) [214, 215-216]. De manera general, 

se ha observado que el quitosano en líneas celulares normales presenta baja 

toxicidad, y que las líneas celulares transformadas son más resistentes a los 

efectos citotóxicos del quitosano, comparado con las células normales. También 

se ha demostrado en cultivos celulares, que el quitosano de bajo peso molecular 

puede activar el óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la vía de la arginasa, 

participando en la curación de heridas [214]. Sin embargo se ha observado en 

estudios de hematocompatibilidad, que las características policatiónicas del 

quitosano, favorecen su unión a diversas proteínas y a sitios de unión 

inespecíficos de las membranas celulares de los eritrocitos y las plaquetas, lo que 

puede inducir trombosis; por lo que el quitosano puede ser inadecuado para 

administrarlo por vía sanguínea [217].  

En el caso de la evaluación de la genotoxicidad, se ha demostrado que el 

quitosano media múltiples actividades biológicas, incluyendo la prevención de la 

toxicidad genómica [218], sin embargo deben evaluarse sus efectos en la 

implantación o su exposición por largo tiempo.  

 

2.9.3. Biocompatibilidad in vivo. 
La evaluación de la biocompatibilidad in vivo del quitosano, puede realizarse 

mediante análisis histológicos, con los cuales se intenta determinar el tipo y 

número de células, que rodean el área que cubre el sitio de administración del 
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quitosano; incluyendo aquellas células pertenecientes al sistema inmune, sin 

embargo la limitante de estos métodos es que, debido a la realización del corte 

histológico, únicamente se puede realizar la evaluación en ese momento del 

estudio. Por otro lado, también se han utilizado métodos basados en imágenes por 

fluorescencia en modelos tumorales, modelos de artritis, inflamación pulmonar y 

rechazo de transplantes [219-221].  

 

Se ha observado que la respuesta biológica al quitosano puede variar 

dependiendo del sitio de la administración y de las modificaciones químicas o 

estructurales del polímero. De manera general se ha observado, que cuando el 

quitosano es administrado se presenta una respuesta inicial por monocitos y 

neutrófilos, y posteriormente se observa propagación de fibroblastos y células 

endoteliales vasculares [222]. Cuando el quitosano se encuentra acoplado con 

etilendiamina y es administrado en el cuádriceps de conejos, se presenta irritación 

local e inflamación, y después de 24 horas se puede observar la filtración de 

neutrófilos y linfocitos, sin que se observe necrosis lo cual refleja una respuesta 

normal del hospedero después de la inyección de una sustancia extrínseca; 

mientras que al día 7 no se observan células inflamatorias en el tejido muscular 

inyectado; por lo que la combinación del polímero y la vía de administración son 

consideradas biocompatibles [223].  Adicionalmente, se ha demostrado que la 

esterilización del quitosano favorece su biocompatibilidad in vivo. Los métodos 

empleados en la esterilización del quitosano incluyen: exposición a calor seco, 

vapor saturado a varias temperaturas, óxido de etileno e irradiación gamma. La 

esterilización del quitosano además de favorecer su biocompatibilidad in vivo, 

permite su alta estabilidad y almacenamiento a largo plazo para su utilización [205, 

225]. 

 

 
 
 2.9.4. Biodegradación. 

El empleo del quitosano como vehículo para la liberación controlada de 

drogas, requiere que el biopolímero no únicamente sea biocompatible, sino 
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además biodegradable. La biodegradación del quitosano se refiere a la ruptura del 

polímero en fracciones más pequeñas, con la obtención de monómeros de D-

glucosamina y N-acetil-glucosamina. Los métodos empleados para la 

biodegradación del quitosano tanto in vivo como in vitro incluyen: radiación, 

métodos químicos ( hidrólisis ácida o degradación por óxido-reducción), o métodos 

enzimáticos; el cual es uno de los más utilizados, debido a que la biodegradación 

puede ser controlada por medio del pH, la temperatura y el tiempo de reacción 

[205, 225]. No obstante la tasa de degradación del quitosano depende de su 

estructura química, su peso molecular y el medio que rodea el sitio de la 

aplicación. Por otro lado, la velocidad de degradación del quitosano, se puede 

manipular de acuerdo a su aplicación final. Si el empleo del biopolímero es para 

acarrear drogas podría ser degradado de manera relativamente rápida, pero de 

manera controlada favoreciendo su liberación continúa, pues la cinética de 

degradación puede afectar el crecimiento celular, la regeneración del tejido y la 

respuesta del hospedero [205]. 

 

La degradación enzimática del quitosano es un fenómeno complicado, se 

refiere a la degradación catalizada por enzimas. El quitosano es susceptible a su 

degradación por una gran variedad de  enzimas de diversas fuentes incluyendo 

enzimas no específicas (Cuadro 12), y enzimas específicas como las 

quitosanasas. Éstas últimas catalizan la endohidrólisis de los enlaces entre los 

residuos glucosídicos β-(1→4) y los residuos de D-Glucosamina del quitosano 

parcialmente acetilado (Figura 10).  
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Enzima Origen / Presencia Función Referencia 
β-N-

acetilglucosaminidasa 

(Quitinobiasa) 

Serratia marcescens. Degradación de [(GlcNAc)2] en 

monómeros de GlcNAc. 

[226] 

Exo-β-D-

glucosaminidasa 

(GlcNasas) 

Amycolaptosis 

orientalis. 
Corte de grupos β-D-

glucosaminidina formando 

monómeros GlcN. 

[227] 

Lisozima Diversos organismos. 

Lágrimas, saliva, 

sangre, leche, mucosas,  

macrófagos.  

Hidrólisis de los enlaces 

glucosídicos β-(1→4), 

generando residuos N-acetil-

D-glucosamina. 

[228] 

Pronasa Streptomyces griseus Proteasa no específica. 

Funcionamiento no claro en 

quitosano. 

[229] 

Papaína Carica papaya Hidrólisis de proteínas con 

amplia especificidad para 

enlaces peptídicos, 

preferencia con aminoácidos 

con cadena lateral hidrófobica 

en posición P2. Función no 

clara en quitosano. 

[230] 

Pectinasa Aspergillus niger Corta la pectina y diversos 

polisacáridos. Función no clara 

en quitosano. 

[231] 

Celulasas Hongos, bacterias y 

protozoarios 

Hidrólisis de celulosa. Función 

no clara en quitosano. 

[232] 

Quitina desacetilasa M. rouxii, Aspergillus 

nidulans, Colletotrichum 

lindemuthianum, 

Sacharomyces 

cerevisiae y 

recientemente de 

insectos y bacterias 

marinas. 

Hidrólisis de los enlaces N-

acetamido. 

[233-235] 

Cuadro 12. Principales enzimas inespecíficas que favorecen la biodegradación del 
quitosano. 
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Figura 10. Especificidad de la quitosanasa. Las unidades D-glucosamina β-(1-4) del 
quitosano, son hidrolizadas específicamente por quitosanasas. 

 

Las quitosanasas (E.C. 3.2.1.132), pertenecen a las glucósido hidrolasas y 

se encuentran en las familias: 5, 7, 8, 46, 75 y 80. Son producidas por una gran 

variedad de organismos incluyendo bacterias gram positivas y negativas, hongos y 

virus (Cuadro 13). Las quitosanasas están clasificadas en 3 subclases (I-III), de 

acuerdo al sustrato específico del quitosano [235-236]. La subclase I, divide los 

enlaces GlcNAc-GlcN (Bacillus pumilus BN262, Penicillium islandicum y 

Streptomyces sp). Las quitosanasas subclase II (Bacillus sp. cepa N174), limitan 

su especificidad de escisión exclusivamente a los enlaces GlcN-GlcN; mientras 

que las quitosanasas subclase III pueden dividir ambos enlaces, GlcN-GlcN y 

GlcNAc-GlcN (Streptomyces griseus, Bacillus circulans, Nocardia orientalis) [236].  

La función metabólica de las quitosanasas, es hidrolizar el quitosano en pequeños 

quito-oligosacáridos, que pueden ser introducidos a la célula como fuente de 

carbono y nitrógeno; y de esta manera proteger a los microbios contra la actividad 

anti-microbiana provocada por el quitosano [237-238]. 
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Familia de 
quitosanasa 

Origen Función Referencia 

5 

Bacterias Gram positivas 
•Streptomyces spp. 

•Streptomyces griseus 

Actividad enzimática de 

quitosanasa, celulasa, 

liqueninasa, mananasa y 

xilanasa. Mecanismo de 

retención. 

[239-240] 

7 
Bacterias termófilas anaerobias 
•Clostridium thermocellum. 

•Clostridium cellulolyticum 

Actividad de quitosanasa y 

celulasa.  

Mecanismo de retención. 

[241] 

8 

Bacterias Gram positivas 
•Bacillus sp. K17 

•Paenibacillus sp. No.7M 

•Bacillus circulans WL-12 

Actividad de quitosanasa 

verdadera. 

Mecanismo de inversión. 
[242-245] 

46 

Bacterias Gram positivas 
•Amycolatopsis spp. 

•Bacillus circulans MH-K1. 

•Nocardioides spp. 

•Streptomyces sp N174. 

Bacterias Gram negativas 
 

•Burkholderia spp. 

Virus 
•Chlorella virus 

Actividad exclusiva de 

quitosanasa. 

Mecanismo de inversión. 

[246-249] 

75 
Fungi 
•Aspergillus spp. 

•Fusarium spp. 

Actividad exclusiva de 

quitosanasa. 

Mecanismo de inversión. 

[249-251] 

80 
Bacterias Gram negativas 
•Matsuebacter spp. 

•Sphingobacterium spp. 

Actividad exclusiva de 

quitosanasa.  

Mecanismo de inversión. 

[252-254] 

Cuadro13. Diversas quitosanasas identificadas en diferentes microorganismos. 

 

La degradación química se refiere al proceso de degradación que es 

catalizado por sustancias químicas y soluciones a pH ácido. Cuando el quitosano 

es degradado, los oligómeros obtenidos pueden ser absorbidos; mientras que el 

quitosano que no es degradado es excretado sin ser absorbido; los oligómeros 
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obtenidos son excretados por la orina, por lo tanto no presenta una acumulación 

nociva en el cuerpo [205, 255].  

El peso molecular del quitosano influye en la velocidad, eficiencia de su 

degradación, y destino final. Cuando el biopolímero presenta un peso molecular de 

200 000 Da, es degradado a más de un 90% después de 35 días, mientras que el 

quitosano con un peso molecular de 450 000 Da, es degradado alrededor de un 

62% en el mismo tiempo [256], por lo que se ha determinado que el quitosano de 

bajo y mediano peso molecular pueden ser degradados más rápidamente por 

métodos químicos o enzimáticos. Por otro lado, el grado de desacetilación (GD), 

del quitosano también es un factor clave en su degradación. Cuando el 

biopolímero presenta alto GD (71.7-93.5%) su degradación es lenta, mientras que 

con bajo GD (52.6-62.4%) presenta una degradación significativa [257-258]. 

Además la estructura del quitosano, es otro factor importante para su 

biodegradación cuando ésta se realiza por métodos enzimáticos. El quitosano 

contiene grupos funcionales hidroxilo y amida; los cuales son sitios que pueden 

ser reconocidos por las enzimas, por lo que cuando el biopolímero es modificado 

químicamente, puede modificar la tasa y ruta de su degradación; en algunos casos 

la modificación acelera su degradación, mientras que en otros es disminuida [258-

260]. 

 

La evaluación de la biodegradación in vivo, ha sido realizada por vía 

intraperitoneal, inyección subcutánea y administración oral [205, 261-262]. La 

biodegradación por vía intraperitoneal, se ha postulado que es mediada por 

lisozima y que se obtienen azúcares simples [262]. Cuando el quitosano es 

administrado por vía oral, parte de la biodegradación ocurre en el tracto 

gastrointestinal, y la digestión ocurre principalmente en el intestino [263]. Por otro 

lado, cuando el quitosano se encuentra presente en sangre, induce a células 

específicas u órganos a la liberación de lisozima como una función de defensa, 

seguida de la activación de los macrófagos [264]. Finalmente, aunque se ha 

evaluado la biodegradación del quitosano en diversos modelos, es necesario 

desarrollar otros modelos de estudio que permitan evaluar la biodegradación del 
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quitosano bajo una condición específica (modelos tumorales, transplante de 

órganos, etc.), que permitan obtener la información adecuada para su futura 

extrapolación a ensayos clínicos en humanos.  

 

2.10. Generación de micropartículas de quitosano para aplicación biomédica. 
El quitosano ha sido considerado un buen biomaterial para aplicaciones 

biomédicas, principalmente por sus propiedades de biocompatibilidad, baja o nula 

toxicidad y biodegradación, por lo que se ha formulado en diversas presentaciones 

incluyendo: hidrogeles, películas, fibras, esponjas y microesferas. Cuando el 

quitosano se utiliza para encapsular o recubrir un material sólido, se obtienen 

micropartículas que generalmente presentan una forma irregular, debido a que el 

material de cubierta se deposita en la superficie de las partículas que se 

encapsularan y adopta su forma original. Si la sustancia que se encapsulará es un 

líquido, una solución, una emulsión o una dispersión, se pueden obtener 

estructuras capsulares (microcápsulas) o matriciales (microesferas). La 

microencapsulación de medicamentos inició en la década de los 50, con la 

finalidad de conseguir una liberación sostenida o prolongada de los fármacos, y 

actualmente; se han desarrollado micropartículas de diversos materiales. En este 

sentido, las microesferas de quitosano se han empleado para la liberación de 

drogas como: antibióticos, antihipertensivos, anticancerígenos, péptidos, vacunas, 

además de proteínas y ácidos nucleicos. Las microesferas de quitosano son 

sistemas homogéneos en los que las moléculas asociadas al polímero están 

dispersas en una matriz polimérica, y constituyen uno de los sistemas de 

liberación controlada de fármacos más estudiados, tanto para su administración 

parenteral como por vía oral. Las micropartículas de quitosano asociadas a una 

molécula terapéutica, además de controlar la liberación de principios activos, 

mejoran la biodisponibilidad de sustancias degradables como las proteínas y 

promueven la absorción de fármacos hidrosolubles a través de las membranas 

epiteliales. Para la obtención de un tipo de estructura u otro (microesferas o 

micropartículas) depende de las propiedades fisicoquímicas del principio activo y 
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del material de recubrimiento, así como del proceso tecnológico elegido, algunos 

de los principales método son: gelificación inotrópica, precipitación, atomización o 

spray-drying, coacervación, entrecruzamiento térmico, entrecruzamiento químico, 

evaporación del disolvente, acilación interfacial, recubrimiento sobre 

micropartículas preformadas, entrecruzamiento con químicos e interacción con 

aniones (Figura 11) [175, 186-190].  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Principales métodos para la preparación de esferas de quitosano. (Adaptado de 
Sinha, 2004), [184]. 

 

2.10.1. Generación de micropartículas de quitosano por el método de 
coacervación. 

Actualmente se han desarrollado diversos métodos para la obtención de 

microesferas, micropartículas y nanopartículas de quitosano acopladas a 

moléculas con interés biomédico. Sin embargo, el método de coacervación es uno 

de los métodos más eficientes para la obtención de micropartículas de quitosano 

acoplados a ADN [265]. La coacervación o separación de fases, se basa en el 

fenómeno de agregación macromolecular o separación de fases líquidas que se 

presentan en el seno de un sistema coloidal. La microencapsulación por 
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coacervación, involucra una serie de técnicas basadas en la inducción de la 

desolvatación del polímero que, posteriormente, se deposita en forma de 

complejos del coacervado alrededor de la molécula encapsulada. Durante el 

proceso se obtienen dos fases líquidas inmiscibles, una rica (coacervado) y otra 

pobre en coloides (sobrenadante). Por lo que la coacervación es considerada una 

etapa intermedia entre disolución y precipitado, (una desolvatación parcial en 

contraposición a la desolvatación exhaustiva asociada al proceso de 

precipitación), una vez alcanzada esta etapa, diversos factores como: cambio en 

la temperatura, modificación del pH, la adición de un “no solvente”, una sal o un 

polímero incompatible, puede inducir a la desolvatación del polímero generando el 

fenómeno de coacervación [265-266].   

 

El proceso de microencapsulación por coacervación consta de las siguientes 

etapas [265-268]: 

 

I. Dispersión. Durante este proceso es necesaria la agitación de manera 

adecuada y controlada del compuesto que se va a ser encapsulado, 

ya sean sustancias en un medio líquido o partículas sólidas, con la 

solución que contiene el polímero encargado de formar la cubierta. 

 

II. Inducción de la coacervación. Basada en la separación de fases 

líquidas por alguno de los procedimientos señalados, durante la cual 

el sistema coacervado presenta una opalescencia con apariencia 

semejante al de una emulsión. 

 

III. Deposición. Consiste en la adsorción del coacervado alrededor de los 

núcleos que va a encapsular. En esta etapa el sobrenadante, que 

inicialmente se observa opalescente, se clarifica a medida que 

transcurre el proceso de coacervación. La deposición continua de la 

cubierta es promovida por una reducción de la energía libre interfacial 

del sistema, ocasionado por una disminución del área superficial 
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durante la coalescencia de las moléculas del polímero en solución 

líquida.  

 

IV. Coalescencia. En esta etapa los coacervados forman una cubierta 

continua alrededor de los núcleos de la molécula a encapsular. 

 

V. Endurecimiento de la cubierta de coacervado. Esta etapa puede ser 

opcional y puede realizarse mediante el enfriamiento, o añadiendo un 

agente reticulante. Finalmente, las micropartículas generadas son 

aisladas por centrifugación o filtración. 

 

2.10.2. Factores que afectan la eficiencia de encapsulamiento del quitosano. 

Existen diversos factores que pueden afectar la eficiencia de 

encapsulamiento de las microesferas de quitosano, algunos de los principales son: 

la naturaleza de la molécula a ser encapsulada, la concentración del quitosano, la 

proporción del polímero con respecto a la molécula encapsulada, la velocidad de 

agitación, el grado de desacetilación del quitosano y su peso molecular. Uno de 

los factores más importantes es la concentración de quitosano, cuando ésta es 

elevada, la eficiencia de encapsulamiento es mayor, en comparación a la que se 

obtiene cuando se utilizan concentraciones bajas del polímero [269-270]. Por otro 

lado, se ha demostrado que cuando se combinan quitosano de bajo y alto peso 

molecular, se obtiene una buena encapsulación de drogas, independientemente 

de la proporción polímero/droga [271]. También se ha determinado que la 

concentración del ácido acético en la solución polimérica influye en la eficiencia de 

encapsulación del quitosano [272].  

 

2.10.3. Factores que afectan la liberación de moléculas terapéuticas a partir 
de micropartículas de quitosano. 

Existen diversos parámetros que determinan la liberación de moléculas 

terapéuticas a partir de micropartículas de quitosano, algunos de los principales 
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son: la concentración y peso molecular del quitosano, el tipo y concentración de 

moléculas intercaladas al polímero, la velocidad de agitación durante la 

preparación de las micropartículas, los aditivos utilizados durante el procesamiento 

y la proporción polímero/droga. En el caso del peso molecular del quitosano, se ha 

demostrado en diversos modelos, que la liberación de la droga disminuye con el 

incremento en el peso molecular del polímero, de igual manera, cuando el 

polímero se intercala con otras moléculas también afecta la liberación de las 

moléculas terapéuticas [273-275]. Por otro lado, el tamaño de las microesferas es 

uno de los factores que más afectan e influyen en la internalización de las mismas, 

en mucosas y tejidos epiteliales, además de su internalización a la célula; debido a 

que la carga superficial de las microesferas, determina sus propiedades 

mucoadhesivas, y su habilidad para escapar a la acción de los endolisosomas 

para liberar el principio activo. Ambas características pueden ser controladas 

variando condiciones y variables del proceso de obtención, como la concentración 

de quitosano, la proporción entre el quitosano con el principio activo, y el pH de la 

solución [268]. 

 
 

2.10.4. Estabilidad de las microesferas de quitosano. 

Diversos estudios han reportado que, las microesferas de quitosano 

obtenidas por precipitación en un medio ácido o por sulfato de sodio, presentan 

una pobre estabilidad, pero cuando las microesferas son entrecruzadas con 

moléculas como glutaraldeído, su estabilidad puede ser incrementada [268, 276]. 

La adición de sulfato de sodio a una solución de quitosano en ácido acético, 

conduce a la neutralización iónica de los grupos amino cargados positivamente del 

quitosano, generando compuestos poco solubles. Cuando se adiciona el ácido, se 

genera un aumento en la generación de protones, desplazando el equilibrio hacia 

la solubilización del quitosano, provocando que las microesferas se disuelvan 

[273, 277].  
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2.11. Quitosano como vehículo para la liberación de genes terapéuticos. 

El uso del quitosano como vehículo para la liberación de genes, fue descrito 

por primera vez por Mumper en 1995. Los complejos quitosano-ADN obtenidos, 

presentaron un tamaño de partícula entre 150-600 nm dependientes del peso 

molecular del quitosano utilizado [278]; desde entonces se han desarrollado 

diversos modelos de estudio in vitro e in vivo, explorando la capacidad del 

quitosano para transferir genes, como una alternativa segura y eficiente 

comparado con los vectores no virales [37, 279-280]. 

De acuerdo a las propiedades fisicoquímicas del quitosano, es posible su 

interacción con diversas biomoléculas y drogas. Para lograr dicha interacción, las 

moléculas deben presentar diversas propiedades fisicoquímicas que favorezcan 

su asociación. El ADN es una de las biomoléculas capaz de interactuar con el 

quitosano, lo anterior se debe principalmente a sus propiedades polielectrolíticas y 

estructurales. Las características estructurales del ADN, son consideradas el 

punto de partida para la generación de sistemas de liberación. Las principales 

propiedades consideradas son: el diámetro de la doble cadena, el sentido de la 

hélice, el tamaño y la forma de los surcos mayor y menor (Figura 12).  

El conocimiento del ordenamiento estérico de los grupos fosfato, permite la 

elección del agente catiónico adecuado para la generación de complejos. Los 

agentes di y policatiónicos, pueden unirse a los fosfatos adyacentes de la hélice, 

dependiendo de las distancias entre los motivos cargados positivamente [280-

282]. 
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Figura 12. Estructura del DNA-B. Se muestran las principales características estructurales 
para la interacción con policationes. 

 

Las propiedades fisicoquímicas del ADN también son esenciales para su 

asociación con policationes, debido a que el ADN es un polianión cargado 

negativamente debido a cada uno de sus grupos fosfato; lo que le permite generar 

una fuerte repulsión entre el esqueleto de azúcares y fosfato.  Éstas cargas 

altamente negativas provocan que el ADN interaccione fuertemente con cationes 

que se encuentran en su medio. El ambiente polielectrolítico del ADN es 

fundamental para su unión, condensación y empaquetamiento con ligandos 

cargados positivamente; en este sentido el quitosano es capaz de generar 

interacciones electrostáticas con el ADN, provocando su condensación y 

favoreciendo la obtención de complejos que pueden ser empleados como 

sistemas no virales para la liberación génica [282-283].  

La mezcla de ADN con iones multivalentes cargados positivamente 

conducen a la formación de complejos, y si el ADN es neutralizado 
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suficientemente se genera un colapso espontáneo que produce estructuras 

compactadas por condensación. La condensación del ADN en solución por 

cationes multivalentes, conduce a la formación de estructuras toroidales o tipo 

barras [283-284]. Para la generación de partículas con morfología toroidal es 

necesaria una longitud de 400 pares de bases del ADN como mínimo [285]. Se 

han sugerido dos modelos para la formación de estructuras toroidales, Hud y 

colaboradores proponen un modelo cinético basado en la probabilidad del ADN 

para formar bucles [286]; mientras que Marx y su grupo de trabajo proponen el 

modelo de carrete, en el que se sugiere que el ADN se envuelve en una 

circunferencia de manera unidireccional; lo cual ha sido observado mediante 

microscopia electrónica [287]. Cuando el ADN queda empaquetado dentro de los 

condensados toroidales, se puede observar un ordenamiento hexagonal de las 

hebras del ADN con un espacio interhelical de 2.5-3.8 nm, dependiendo del 

policatión [288-289]. 

El proceso por el cual el quitosano puede interactuar con el ADN se debe a la 

interacción electrostática entre las aminas protonadas del polímero, con los grupos 

fosfato del ADN que contienen cargas negativas, dicha interacción permite que el 

ADN se condense dentro de las partículas de quitosano formando micropartículas 

con estructura toroidal (Figura 13). Además, el valor pKa del quitosano (alrededor 

de 6.2 – 7.0,), le proporciona un ambiente policatiónico en solución, por lo que es 

insoluble a valores de pH neutro y alcalino, pero puede ser soluble utilizando 

soluciones acidas, lo cual es uno de los factores fundamentales para la obtención 

de las micropartículas que pueden ser utilizadas para transferir genes con 

potencial terapéutico [35, 290-292].  
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Figura 13. Generación de complejos DNA-policatión y obtención de estructuras toroidales. 

 
 

Los complejos quitosano/ADN representan un sistema seguro y eficiente 

para la liberación de genes. Diversos métodos como: fluorescencia con bromuro 

de etidio, retardación en gel, microscopía de fuerza atómica, y dispersión dinámica 

de luz, han demostrado la afinidad de unión al ADN, la morfología, la fuerza de 

interacción, y la estructura y estabilidad de los complejos quitosano/ADN [41, 293-

294]. Además, se ha demostrado que el quitosano protege al ADN de su 

degradación por las DNAsa I y II [41, 43, 294-296]. También los complejos 

quitosano/ADN medían una alta eficiencia de transfección comparado con otros 

complejos catiónicos y, su grado de toxicidad es muy bajo [42, 296-299]. 

Adicionalmente se ha demostrado, que el peso molecular del polímero, el grado de 

desacetilación, la proporción amino-fosfato (N/P), el pH del medio de transfección 

y las modificaciones químicas del polímero, pueden ser manipulados para 

optimizar su eficiencia de transfección [45, 300-307].  

Por otro lado, aunque la eficiencia de los complejos quitosano/ADN para la 

transfección de genes, se ha demostrado en diversos modelos in vivo e in vitro; el 
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mecanismo de transfección no ha sido determinado, aunque se ha propuesto que 

las rutas predominantes de entrada a la célula por parte de los poliplejos es la 

endocitosis de absorción, seguida de un mecanismo de envoltura de clatrina, o por 

endocitosis de fase líquida [134, 301, 308-309], sin embargo también se han 

determinado que durante el proceso de transfección, se presentan diversas 

barreras celulares que influyen en que los poliplejos alcancen el sitio de acción 

específico y desplieguen el efecto terapéutico deseado (Figura 14). Se ha 

especulado que dos de los principales pasos en el proceso de la transferencia 

exitosa de genes, es la captación celular de los complejos y el escape de la vía 

endolisosomal [301].  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Vías de liberación del ADN y las 3 principales barreras: bajo ingreso a través de la 
membrana plasmática, inadecuada liberación de moléculas de ADN con limitada estabilidad y falta 
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de orientación nuclear. (A) Formación del complejo ADN–polímero. (B) Captación. (C) Endocitosis 
(endosoma). (D) Escape del endosoma. (E) Degradación (edosoma). (F) Liberación Intracelular. 
(G) Degradación (citosol). (H) Entrada al núcleo y expresión. Modificado de Luo y Saltzman 2000 
[301]. 

 

2.12. Captación celular de los complejos. 
El ingreso a la célula por parte de los complejos policatiónicos es el proceso 

fundamental para su utilización como vehículo transportador de genes. Los 

mecanismos propuestos de ingreso a la célula (endocitosis de absorción, seguida 

de una cubierta de clatrina), son favorecidos por la presencia de glicoproteínas, 

proteoglicanos y glicerofosfatos presentes en las membranas celulares y que le 

confieren una carga negativa a la superficie celular, permitiendo la interacción con 

los polímeros que presentan carga positiva [309-311]. Una vez que se ha realizado 

la fusión entre los complejos poliméricos y la membrana citoplasmática, se genera 

un endosoma que facilita la internalización del complejo a la célula; sin embargo el 

mecanismo por el cual esto ocurre no ha sido completamente determinado [320]. 

La fusión del complejo polimérico con la membrana celular puede ser aumentado 

mediante procesos como: cationización de los complejos, incorporación de 

dominio de transducción de proteínas virales (PTD) o acoplamiento a los 

complejos de motivos, o anticuerpos que permitan su localización específica (p.e. 

fibronectina, transferrina, sacáridos, anti-tirosina quinasa, anti-moléculas de 

adhesión plaqueto-endoteliales (PECAM), entre otros) [312], sin embargo a pesar 

de mejorar la internalización de los complejos, no necesariamente es traducido a 

un aumento en la expresión del transgen. 

 

2.12.1. Escape endosomal. 
Una vez que los complejos se han introducido a la célula, el siguiente paso 

es su escape de las vesículas endocitóticas en el citoplasma. Se han propuestos 

dos mecanismos para el escape del endosoma: I) Esponja de protones y II) 

desestabilización de la membrana. 
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I) Efecto de esponja de protones. Este mecanismo se basa en la 

capacidad de amortiguamiento endosomal de los complejos 

quitosano/ADN, inicialmente propuesto por Boussif et al, para el sistema 

PEI/DNA [144]. De acuerdo a dicha hipótesis, la capacidad de 

amortiguamiento del acarreador conduce a un incremento en la 

afluencia de protones y de iones de cloro durante la acidificación 

endolisosomal. Lo cual conduce a un incremento en la presión osmótica 

al interior de la vesícula y favorece la difusión pasiva de agua, 

provocando el hinchamiento y posteriormente la ruptura de la vesícula. 

Además la repulsión de las cargas positivas del polímero puede 

contribuir a la desestabilización de la vesícula [147]. 

 

II) Desestabilización de la membrana. Este mecanismo es poco 

comprendido y se basa en la capacidad del polímero para perforar la 

membrana endosomal, debido a las interacciones electrostáticas entre 

los polímeros catiónicos y los fosfolípidos aniónicos de los 

compartimentos intracelulares, generando una deformación estructural 

de las vesículas, lo cual provoca su ruptura y la consiguiente liberación 

del contenido endosomal al citoplasma [313-316]. 

 

2.13. Disociación del ADN de los complejos y expresión génica. 

Diversos estudios se han realizado, enfocados en determinar el 

mecanismo de escape del ADN de los complejos poliméricos; y se ha 

determinado que la disociación es atribuida a las moléculas aniónicas 

presentes en el citoplasma celular capaces de reemplazar el ADN aniónico, 

además de componentes de la membrana endosomal o pre-lisosomal [157, 

315-316]; también se ha sugerido que en algunos casos la disociación del ADN 

ocurre en el núcleo [311]. 

Existen 2 vías de entrada del ADN al núcleo. I) Durante la mitosis se 

genera un desensamble de la membrana nuclear, favoreciendo el ingreso de 

moléculas de gran tamaño [317-319] y II) durante la interfase, el ingreso al 
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núcleo se realiza a través de los complejos del poro nuclear (CPN), mediante 

difusión pasiva. En ésta vía, el tamaño y las propiedades estéricas del ADN 

plasmídico dificultan su ingreso por esta vía [320-323]. Adicionalmente, se han 

desarrollado diversas estrategias para aumentar el ingreso nuclear y la 

expresión del transgen, lo cual ha resultado muy exitoso al transfectar células 

in vitro; pero dichos resultados no correlacionan con los obtenido en diversos 

modelos in vivo [324-325];  por las diferencias en la biología, funcionalidad y 

complejidad de ambos modelos de estudio, por lo cual es necesario evaluar la 

eficacia de los complejos quitosano/ADN de manera específica para cada 

modelo de estudio. 

 

2.14. Complejos Quitosano/ADN en terapia génica contra cáncer. 
La terapia contra cáncer es una de las áreas de la medicina con un gran 

interés. Se han propuesto diversas estrategias con un énfasis especial en el 

aumento de su eficacia y la disminución de los efectos colaterales. En este 

sentido, el quitosano ha emergido como uno de los principales vehículos para su 

aplicación como oligómero acoplado a drogas o formando complejos con ácidos 

nucleicos. Las principales estrategias del empleo de ácidos nucleicos como 

estrategia terapéutica contra cáncer son: DNA plasmídico (pDNA), ARN de 

interferencia y oligonucleótidos antisentido. Cuando el ácido nucleico empleado es 

ARN, se ha observado una baja estabilidad comparado con el pADN, el cual ha 

sido probado en diferentes líneas celulares como: COS-1, MG63, HEK293, A549, 

células de melanoma, células HeLa, y células Caco-2, a pesar de la dificultad de 

entrar al núcleo celular debido a su tamaño [44, 326-328].  

Actualmente se están desarrollando alrededor de 1728 estudios en fase 

clínica de terapia génica contra distintos tipos de cáncer, de los cuales 22 

corresponden a cáncer cervicouterino; pero ninguno ha reportado el uso de 

quitosano acoplado a ADN en estudios clínicos contra CaCu, 

(www.clinicaltrials.gov el 30 de noviembre de 2012).  Sin embargo diversos 

estudios de terapia génica basadas en el uso de quitosano en fase pre-clínica se 

han realizado en otros modelos de estudio.  
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Los resultados obtenidos en la utilización de quitosano como vehículo para la 

transferencia de genes contra cáncer son variables, pues influyen diversos 

factores como: el grado de desacetilación, pues éste afecta su tasa de 

degradación, estabilidad, tamaño de partícula y eficiencia en el transporte de 

genes [329]. Algunos de los estudios en fase pre-clínica se enlistan en el cuadro 

14. 

 
Formulación 
del polímero 

Plásmido/proteína 
expresada 

Modelo de 
estudio 

Resultados 
principales 

Referencia 

Quitosano (P.M. 
200, 400 kDa 
GD 87%) 

pCXWN-hIL-2 / 
Interleucina-2 

MAT-LyLu Alto nivel de 
expresión de IL-2 
mediante 
microesferas de 
quitosano. Se 
observa mayor 
expresión de IL-2 con 
quitosano de 200 kDa 
que con el de 400 
kDa.  

320 

Quitosano (P.M. 
150 kDa, GD 75- 
85%) 

pCXWN-hIL-2 / 
Interleucina-2 

3T3 HeLa La eficiencia de 
transfección de los 
complejos es más 
baja comparada con 
PEI y DOTAP. 

321 

Quitosano (P.M. 
390 kDa) 

pcDNA3-VP1 / 
Principal proteína 
estructural de 
Coxsackievirus B3 

Ratones 
BALB/c 

Inmunización 
intranasal 
proporciona un 
42.9% de protección 
contra la infección 
con Coxsackievirus 
B3. 

322 

Quitosano 
(DDA 85%) 

pcDNA3.1-IL-1Ra / 
IL-1Ra humana 

Conejo 
osteoartritis 

Severidad de 
lesiones de cartílago 
en los conejos 
tratados se redujo 
significativamente. 

323 

Quitosano con 
andamios de 
gelatina 

pCMV-TGF-β1 / 
Factor de crecimiento 
transformante 

Condrocitos 
primarios 

Los condrocitos 
transfectados 
expresan la proteína 
en 3 semanas. 

324 
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Quitosano (baja 
viscosidad) 

PEDF / PEDF (Factor 
angiogénico)  

Ratones 
BALB/c 

La transfección del 
complejo produce 
una disminución en el 
crecimiento de 
tumores primarios, 
reduce la lisis del 
hueso y reduce la 
metástasis en 
ratones. 

325 

Quitosano  IL-12 Ratones 
hembra 
C57BL/6 
(Cáncer de 
vejiga) 

Respuesta 
antitumoral sostenida 
y respuesta completa 
a tumor intravesical. 

326 

Cuadro 14. Micropartículas de quitosano utilizados en terapia génica contra cáncer. 

 
 

Adicionalmente en estudios de inmunoterapia in vivo utilizando quitosano/IL-

12 en un modelo de tumor sólido, se demostró que la administración de IL-12 con 

1.5% de quitosano, aumentan la retención de citocinas en el microambiente 

tumoral durante 5 a 6 días, y que la IL-12 se mantiene al menos 3 veces más que 

cuando es administrada sola. También la IL-12 circulante puede completar la IL-12 

local y expandir las poblaciones de células T CD8+ y poblaciones de células NK, 

generando un efecto antitumoral. Sin embargo la administración de IL-12 

recombinante necesita ser administrada de manera controlada por sus efectos 

citotóxicos [287-289]; por lo que el quitosano es un buen vehículo para su 

administración, y en este sentido actualmente se están desarrollando diversos 

estudios basados en la generación complejos quitosano acoplado al gen de IL-12, 

como estrategia terapéutica contra distintos tipos de cáncer [327-333]. 

 

2.15. Complejos quitosano/DNA IL-12 como tratamiento para cáncer 
cervicouterino. 

Recientemente, se ha propuesto el uso de complejos de quitosano/DNA 

conteniendo genes de citocinas como estrategia terapéutica contra el cáncer. El 

uso de citocinas se basa en sus propiedades inmunomoreguladoras y su actividad 
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antitumoral. La IL-12 es una citocina proinflamatoria que participa en: 1) la 

diferenciación de las células TH1, 2) la proliferación de las células T activadas y 

las células asesinas naturales (NK) y 3) aumentando la inmunidad mediada por 

células. Dentro de los agentes de inmunoterapia con un alto potencial para su uso 

en el tratamiento del cáncer, la IL-12 fue clasificada recientemente como la tercera 

en importancia de una lista completa de agentes [289-290]. En los estudios 

preclínicos, la IL-12 ha demostrado notables efectos antitumorales contra una 

variedad de neoplasias malignas [35, 290], y se ha demostrado que las terapias 

basadas en IL-12 pueden potenciar la memoria inmunológica y mediar la 

protección contra la re exposición a tumores [291-292]. 

Desafortunadamente, el éxito de la IL-12 recombinante en ensayos clínicos 

ha sido limitado, y se han presentado efectos adversos tras su administración 

intravenosa [291], por lo que se ha apoyado la idea de que un método más seguro 

y efectivo de inmunoterapia basada en la IL-12, es a través de la administración 

local [292], pues se reduciría la toxicidad que se presenta cuando la IL-12 es 

administrada sistémicamente, por lo que la generación de complejos 

quitosano/pDNA y su administración local, permitiría la liberación prolongada del 

gen de la IL-12 en un modelo tumoral VPH positivo, y su posible utilización como 

estrategia terapéutica contra el cáncer cervicouterino.  
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CAPÍTULO 3 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

3.1 Hipótesis 

 

El uso de quitosano, acoplado al plásmido pCMVIL-12; será un buen vehículo para 

la liberación del gen IL-12, y permitirá un efecto anti-tumoral constante en un modelo 

tumoral experimental VPH 16 positivo. 

 

3.2 Objetivo general 

 

Evaluar una estrategia terapéutica basada en el uso de quitosano acoplado 

al gen de la IL-12, que favorezca su liberación en un modelo experimental tumoral 

murino VPH 16 positivo.  

 

3.3 Objetivos específicos  

1.- Generar un complejo de quitosano acoplado a un plásmido con el gen de la IL-

12.  

 

2.- Caracterizar fisicoquímicamente los complejos quitosano/pADN en función de su 

capacidad de encapsulamiento, estabilidad, disociación y protección del ADN plasmídico 

en un modelo in vitro. 

 

3.- Evaluar la biocompatibilidad y biodegradación de los complejos quitosano/pADN. 

 

4.- Desarrollar un modelo tumoral experimental murino en ratones Balb/c singénicos 

VPH 16 positivo.  

 

5.- Evaluar el efecto antitumoral por la administración del complejo 

quitosano/DNAIL-12 en el modelo tumoral murino. 
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CAPÍTULO 4. MATERIAL Y MÉTODOS  
 

4.1 Cultivo de las células 
La línea celular de ratón BMK-16/myc está transformada con el genoma del VPH 

tipo 16 y expresa constitutivamente los oncogenes E6 y E7, fue donada amablemente por 

la Dra. Sophie Hallez (Université Libre de Buxelles, Rhode-saint-genése, Bélgica) [334].  

Esta línea se cultivó en medio DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal, 50 

U/ml de penicilina, 50 ug/ml de streptomicina, 2 mM L-glutamina y 250 ng/ml de fungisona 

(Invitrogen Life Technologies, San Diego California) a 37°C en presencia de 5% de CO2. 

Bajo las condiciones anteriormente mencionadas también se cultivaron las líneas 

celulares SiHa (ATCC), HeLa (ATCC) y C33-A (ATCC). 

  

4.2 Purificación de los plásmidos. 

El plásmido pNGVL3-mIL-12 fue obtenido del Centro de Vectores de la 

Universidad de Michigan, el cual tiene un tamaño molecular de 6.247 kb y codifica para 

las subunidades p40 y p35 de IL-12 de ratón. Adicionalmente cuenta con un promotor de 

CMV y genes de resistencia a kanamicina. El vector fue amplificado en bacterias E.coli 

DH5-α, que posteriormente fueron inoculadas en medio de cultivo selectivo LB, y se 

mantuvieron a 37ºC en agitación constante durante toda la noche. El plásmido se purificó 

mediante columnas de intercambio iónico que tienen la capacidad de eliminar endotoxinas 

(EndoFree plasmid Mega kit, Qiagen). Posteriormente su concentración se determinó 

mediante espectrofotometría a una longitud de onda 260/280 nm. El plásmido fue 

caracterizado mediante digestión enzimática con las enzimas Bgl II y Eco RV (invitrogen). 

De la misma manera se purificaron los vectores pcDNA3 (invitrogen) que fue usado como 

control de inmunización, pSV-β-Galactosidasa (promega) para determinar la eficiencia de 

transfección y pEGFP-N3. El plásmido pcDNA3 tiene un tamaño molecular de 5.446 kb, y 

no contiene genes terapéuticos, presenta resistencia a neomicina y ampicilina; mientras 

que el plásmido pSV-β-Galactosidasa, tiene un tamaño molecular de 6.820 kb y codifica 

para la enzima β-galactosidasa; por lo que se utilizó como gen reportero para medir la 

transfección, adicionalmente contiene genes que le confieren resistencia a neomicina y 

ampicilina. De igual manera los plásmidos fueron amplificados y purificados como se 

mencionó anteriormente y se determinó su concentración mediante espectrofotometría. 
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Después de ser purificados y cuantificados, todos los plásmidos fueron analizados 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, los plásmidos fueron resuspendidos en 

agua estéril desionizada (Golden bell); y fueron almacenados a -20 °C hasta su uso. La 

caracterización de los plásmidos se realizó mediante digestión enzimática y fueron 

analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%, al igual que la pureza del plásmido 

(Anexo 3). 
 

4.3 Preparación y caracterización de los complejos quitosano/DNAIL-12. 
Los complejos quitosano/DNAIL-12 fueron preparados por el método de 

coacervación [335].  Se utilizó quitosano de bajo (BPM), mediano (MMW) y alto (HMW) 

peso molecular (PM), con un 75-85% deascetilación (C12H24N2O9,  No. Catalogo 448869, 

448877, 419419, respectivamente; Sigma-Aldrich). Los complejos quitosano/DNAIL-12 se 

prepararon con 0.25%, 0.50% y 0.75% de los tres polímeros y 50 µg de ADN plasmídico. 

2.5 mg de quitosano fueron diluidos en 1 ml de ácido acético al 2% (Sigma Aldrich) y se 

agitó durante 1 hora. 100 µl de la solución de quitosano se mezclaron con 100 µl del 

plásmido previamente diluido ([500 µg/ml de pDNA]) en Na2SO4 al 20%.  La solución 1:1 

(v/v) de quitosano/DNAIL-12 se mezclaron y se mantuvieron en agitación durante 1 hora 

para la generación de los complejos.  

Los complejos fueron recuperados y precipitados por centrifugación a 2 000 rpm 

durante 8 minutos. El ADN no encapsulado se midió por absorción UV a 260 nm, y se 

almacenaron a temperatura ambiente, mientras que los complejos precipitados se lavaron 

2 veces con agua desionizada y almacenados a temperatura ambiente.  

Los complejos quitosano/ADNIL-12 se analizaron por un ensayo de retardación en 

gel mediante electroforesis. Se realizó la separación de los complejos en gel de agarosa 

al 0.8% y fueron teñidos con bromuro de etidio para su observación. 

 

4.4 Eficiencia de encapsulamiento del pADN. 
La cantidad de ADN que fue retenido por el quitosano, se determinó mediante 

espectrofotometría utilizando un nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000) y utilizando 

la siguiente fórmula: 

 

%R= ((pADNTotal - pADNLibre) / pADNTotal) X 100 
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Dónde:  

%R= Porcentaje de retención. 

pADNTotal = Cantidad total de pADN. 
pADNLibre = Cantidad de pADN sin encapsular. 

 

 

4.5 Protección a la degradación del ADN encapsulado. 
Para determinar la protección del ADN acoplado al quitosano de su degradación 

por parte de las nucleasas celulares, el ADN desnudo y los complejos quitosano/ADNIL-

12 se incubaron con una Unidad de DNasa I (Fermentas, Life Sciences) durante 12 horas 

a 37 º C. La reacción se inhibió agregando 5 µl de EDTA 0,5 M a temperatura ambiente. 

Posteriormente, los complejos fueron digeridos con una Unidad de quitosanasa de 

Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich) durante 12 horas a 37 º C. La integridad del ADN se 

analizó por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.  

 

4.6 Estabilidad de los complejos. 

La integridad de los complejos a los cambios de temperatura se determinó 

mediante el almacenamiento de los complejos a temperatura ambiente y a 3ºC durante 30 

días. Durante ese período se obtuvieron muestras de sobrenadante de los complejos y se 

cuantificaron mediante espectrofotometría, además de un ensayo de retardación en gel de 

agarosa al 0.8% para determinar el mantenimiento de los complejos.  

 

 

4.7 Liberación del plásmido del complejo quitosano/DNAIL-12. 

La liberación del DNA de los complejos de quitosano se determinó incubando el 

complejo en PBS a los pH 7.1,  6.8,  6 y 5 con agitación constante, a temperatura 

ambiente durante diferentes intervalos de tiempo. Una vez alcanzado el tiempo de 

medición, la muestra fue centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos, se obtuvo el 

sobrenadante y se midió el ADN liberado del complejo por espectrofotometría hasta 72 

horas. 

 



 
 

77 
 

4.8 Transfección in vitro con el complejo quitosano/DNAIL-12 y evaluación de la 
citotoxicidad. 

Las líneas celulares humanas SiHa y HeLa transformadas con VPH 16 y 18 

respectivamente, C-33A negativa a la infección de VPH y la línea celular de ratón BMK-

16/myc transformada con VPH 16; fueron cultivadas en placas de 96 pozos y tratadas con 

los complejos quitosano/DNAIL-12 y LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen). Un total de 5X103 

células fueron colocadas a cada pozo y se transfectarón con 5 y 10 µg del plásmido pSV-

β-galactosidasa, acoplado a quitosano de bajo y mediano peso molecular al 0.25 y 0.50%. 

Por otro lado,  las preparaciones anteriormente descritas fueron realizadas para 

transfectar las células utilizando 3µl de lipofectamina por cada 5µg de plásmido. Después 

de 48 horas de incubación, se midió la actividad de la enzima β-galactosidasa mediante el 

kit comercial β-galactosidase Enzyme Assay System with Reporter Lysis Buffer 

(Promega), debido a la conversión de nitrofenil β-D-galactopiranosa en el compuesto 

coloreado de nitrofenol y galactosa por medio de la acción de la β-galactosidasa. El 

producto obtenido fue cuantificado mediante un lector de ELISA a 414 nm de absorancia.  

 Por otro lado, se determinó la toxicidad de los complejos de acuerdo a la 

proliferación celular observada a las 48 horas de la transfección mediante un ensayo de 

MTT, el cual se basa en la reducción metabólica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio (MTT) por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en 

formazan, lo que determina la funcionalidad mitocondrial en las células vivas. 

  

4.9 Ratones. 
Se utilizaron ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad. Los ratones para 

este estudio no tienen ninguna deficiencia inmunológica para no alterar la estrategia 

terapéutica. Los ratones se obtuvieron de la Unidad del Bioterio del INSP, la fuente de las 

cepas de los ratones son de: The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine USA). 

 
4.10 Generación del modelo tumoral. 

El modelo tumoral murino VPH 16 positivo se generó en ratones hembras 

inmunocompetentes Balb/c de 6 semanas de edad y la línea celular BMK-16/myc de 

origen epitelial de riñón transformada con el genoma del VPH 16 y con el proto-oncogen 

c-myc. Antes de la generación del tumor, el dorso de los ratones fue rasurado para que 

hacer más evidente y medible el volumen tumoral. Aproximadamente, 3X105 células BMK-
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16/myc se inyectaron por vía sub-cutánea en el dorso de ratones Balb/c. El crecimiento 

tumoral se midió por medio de un calibrador electrónico cada tres días a partir de que el 

tumor fue palpable.  

El volumen tumoral se obtuvo de la siguiente manera:  

 

Volumen tumoral (V=diámetro mayor X diámetro menor2). 

 

Una vez que los ratones alcanzaron un volumen tumoral entre 20 y 30 mm3 

(aproximadamente en los día 15 al 20) se realizaron grupos para los ensayos de 

inmunización.  
 

4.11. Administración de complejos polímeros/DNA en el modelo tumoral murino. 
 Se utilizaron ratones con un volumen tumoral entre [20 a 30] mm3. A partir del 

volumen tumoral considerado, se realizó la primera inmunización y se consideró como día 

cero. Los complejos quitosano/pADN se prepararon con una concentración de 25 y 50 µg 

del plásmido, con quitosano de bajo peso molecular al 0.50% en un volumen final de 30 µl 

por dosis. Los complejos fueron administrados por vía intratumoral y se midió su efecto de 

inhibición tumoral a diferentes tiempos, evaluando el volumen tumoral cada tres días.  

 

Se realizaron dos grupos experimentales de trabajo por cada tratamiento 

(quitosano/pCMVmIL-12, quitosano/pcDNA3, quitosano y PBS) y se determinaron los 

siguientes parámetros: 

 

 

Grupo No. de 
Ratones 

Determinación 

I 5 Curva de volumen tumoral y sobre-vivencia 

II 10 Biodegradación de los complejos quitosano/pADN  

 

Cada grupo se organizó con diferente número de ratones de acuerdo a los 

parámetros evaluados.  
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4.12. Análisis estadístico  
Se realizó un análisis descriptivo de cada una de las variables estudiadas, y de la 

población de ratones en estudio. En la evaluación del modelo animal, se describieron sus 

características así como el volumen tumoral promedio y un análisis de sobrevida en los 

grupos experimentales murinos. La comparación del promedio del volumen tumoral 

en los diferentes grupos de estudio, se realizó mediante la prueba Mann Withney 

con una significancia p<05. 
 Todos los datos se expresaron en media aritmética con el error estándar de la 

media. Se realizó la comparación del promedio del volumen tumoral, en los diferentes 

grupos de estudio. El análisis estadístico se realizó mediante el paquete estadístico 

Microsoft Excel 2010. La comparación entre los grupos, se realizó mediante un 

análisis de la varianza ANOVA de una vía. Los valores con una p <0.05 se 

consideraron significativos. Todos los experimentos se realizaron cumpliendo con los 

requisitos de estudios experimentales de repetición, aleatorización y control.  
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS  
 

5.1 Generación y caracterización de los complejos quitosano/pADN. 

Los complejos quitosano/pADN fueron obtenidos mediante el método de 

coacervación como se mencionó anteriormente. Con la finalidad de determinar si 

el quitosano es capaz de encapsular el ADN plasmídico y si el peso molecular del 

plásmido podría afectar en la generación de los complejos, se midió la eficiencia 

de encapsulación de manera indirecta mediante espectrofotometría. Las 

formulaciones fueron realizadas por triplicado utilizando quitosano de bajo, 

mediano y alto peso molecular al 0.25%, 0.50% y 0.75%. La figura 15 muestra la 

alta eficiencia de encapsulamiento de los distintos plásmidos por el quitosano. El 

porcentaje de encapsulamiento se determinó con la fórmula:  

%ADN Encapsulado= (pADNTotal - pADNLibre) 

  

Figura 15. Eficiencia de encapsulamiento del pADN por el quitosano de bajo, mediano y alto peso 
molecular. Cada valor de la figura esta representado como la media de la desviación estándar (± 
SD), n=3. 
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Se pudo determinar que la eficiencia de encapsulamiento disminuye 

ligeramente conforme aumenta el peso molecular del plásmido, pues la mayor 

eficiencia se obtuvo con el plásmido pEGFP-N3 que tiene un peso molecular de 

4.7 Kb, seguido de los plásmidos pc DNA 3 y pNGVL3-mIL-12 con 5.4 y 6.2 Kb 

respectivamente.De acuerdo al análisis de varianzas se pudo determinar que la 

relación entre el peso molecuar del plásmido y la eficiencia de encapsulamiento 

del quitosano es estadísticamente significativo (P<0.05). Por otro lado las 

diferencias entre el quitosano de bajo y mediano peso molecular no afectan la 

encapsulación del plásmido, pues para el caso de los plásmidos pcDNA3 y 

pNGVL3-mIL-12 se obtuvo una eficiencia de encapsulamiento entre el 89-92% del 

ADN total, lo cual es una eficiencia mayor con respecto a otros trabajos realizados 

bajo la misma metodología [334]. Por otro lado el quitosano de alto peso molecular 

presenta mayor capacidad de encapsulamiento de alrededor del 96%, e incluso 

aumenta al 98% conforme aumenta la concentración del quitosano, lo cual 

concuerda con otros reportes [334-336]. Sin embargo el uso de quitosano de alto 

peso molecular produce una mayor viscosidad en la solución, comparado con la 

viscosidad obtenida con los quitosano de bajo y mediano peso molecular, lo cual 

provoca dificultades en su manipulación y podría ser un factor limitante para su 

administración mediante inyección directa. En éste sentido, aunque el quitosano 

de bajo peso molecular presenta la eficiencia de encapsulación más baja; su 

viscosidad permite su fácil manipulación, por lo que se utilizó para los ensayos 

posteriores. 

Una vez determinado el porcentaje de encapsulamiento, se realizó la 

caracterización de los complejos, mediante ensayos de retardación en gel de 

agarosa al 0.8%. Previamente a la generación de los complejos, el ADN fue 

resuspendido en sulfato de sodio al 20%; con la finalidad de aumentar las cargas 

negativas y de esta manera favorecer la interacción con el quitosano, y la 

generación de los complejos.  

Una vez obtenidos los complejos fueron precipitados mediante centrifugación 

y posteriormente se realizaron 2 lavados con agua desionizada estéril, con la 

finalidad de eliminar el ácido acético en que fue diluido el quitosano y determinar si 
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los lavados afectaban la conformación de los complejos. La figura 16 muestra la 

integridad del plásmido purificado y tratado con Na2SO4 al 20%  (líneas 2 y 3 

respectivamente). Se observó que el Na2SO4, no afectó la calidad del ADN 

plasmídico.  

Por otro lado en las líneas 5, 7, 9 y 10, se observan los complejos 

quitosano/ADN en la parte superior del gel, que debido a su peso molecular no 

son capaces de migrar; adicionalmente se observa que los complejos (líneas 7 y 

9) son estables y no son degradados por efecto del lavado con agua desionizada. 

En las líneas 6 y 8 se colocaron los sobrenadantes obtenidos del proceso de 

lavado, y no se observó la presencia de ADN liberado; sin embargo la nula 

observación podría ser debida a que la cantidad de ADN que es liberada de los 

complejos por el lavado es muy baja o nula (Figura 16).     
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Figura 16. Ensayo de retardación en gel de los complejos Quitosano/ADN. A) Quitosano 

BPM + pcDNA3, B) Quitosano BPM  + pCMVIL-12. Línea 1) Marcador de peso molecular λ Hind III, 
2.- Plásmido, 3.- Plásmido + Sulfato de sodio 20%, 4.- quitosano + Sulfato de sodio 20%, 5.- 
Complejo, 6.- Sobrenadante lavado 1, 7.- Complejo lavado 1, 8- Sobrenadante lavado 2, 9.- 
Complejo lavado 2, 10.- Complejo filtrado. 

 
 

5.2 Protección del ADN encapsulado de su degradación por la DNAsa I.  
Para determinar sí los complejos generados pueden proteger de la 

degradación por nucleasas al ADN encapsulado, se analizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, la integridad del ADN plasmídico al ser 

sometido al ataque hidrolítico por la DNAsa I. Inicialmente el ADN plasmídico y los 
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complejos fueron tratado con DNAsa I, y posteriormente se incubaron los 

complejos con quitosanasa I de Streptomyces griseus.  

 

En la figura 17 se observa la integridad del ADN plasmídico utilizado en el 

ensayo (línea 2). Cuando el plásmido desnudo fue tratado con la DNAsa I, se 

observa el ADN completamente degradado (línea 3). En la línea 4 se observan los 

complejos quitosano/pADN generados, y al ser tratados con DNAsa I (línea 5) los 

complejos se mantienen estables. Sin embargo cuando los complejos fueron 

tratados con quitosanasa (línea 6), se produce la hidrólisis de las unidades D-

glucosamina β-(1→4) del quitosano, favoreciendo la liberación del plásmido 

previamente encapsulado. El plásmido liberado se observa completamente 

íntegro, lo cual indica que los complejos quitosano/pADN, son capaces de retener 

efectivamente el ADN encapsulado y lo protege de su degradación por la DNAsa I, 

lo cual favorecería su utilización para transporte de material genético en 

estrategias de terapia génica no viral. 

 

                                 

Figura 17. Protección de la degradación por DNAsa I del pADN encapsulado en los 
complejos quitosano/pADN. Línea 1: Marcador de peso molecular λ Hind III; línea 2: ADN 
plasmídico purificado; línea 3: ADN plasmídico incubado con DNAsa I; línea 4: complejos 
quitosano/pADN; línea 5: complejos quitosano/pADN tratados con DNAsa I; línea 6: complejos 
quitosano/pADN tratados con DNAsa y quitosanasa. 
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5.3 Estabilidad de los complejos quitosano/pADN en solución.  
La estabilidad de los complejos durante su tiempo de almacenamiento, es 

fundamental para su viabilidad y disponibilidad como vectores para transferencia 

génica. Diversos estudios han demostrado su estabilidad, sin embargo es 

necesario determinar la estabilidad de nuestros complejos en solución.  Para 

determinar si los complejos quitosano/pADN contenidos en solución, se ven 

afectados por efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento  y tienen 

algún efecto sobre la eficiencia de encapsulación (pérdida de ADN  plasmídico 

previamente encapsulado), se prepararon complejos con el quitosano de bajo y 

mediano peso molecular, a una concentración de 0.25% y 0.50% en ácido acético 

al 2%. Posteriormente fueron almacenados a 3ºC y ≈25ºC durante un periodo de 

30 días. El pADN fue cuantificado cada 2 días mediante espectrofotometría 

utilizando un nanodrop. Los complejos quitosano/pADN fueron preparados por el 

método de coacervación previamente descrito. Se utilizaron los plásmidos 

pNGVL3-mIL-12 y pcDNA3 a la concentración de 25 µg y 50 µg.  

En la figura 18 se observa la eficiencia de encapsulación de los plásmidos 

pNGVL3-mIL-12 y pcDNA3. Los complejos en solución fueron almacenados a 3ºC 

y a temperatura ambiente. La eficiencia de encapsulación al inicio del ensayo 

concuerda con los datos reportados en la figura 15. En las gráficas 18A y 18B se 

observa la estabilidad de los complejos quitosano/pNGVL3-mIL-12 a temperatura 

ambiente y a 3ºC respectivamente.  

Después de 30 días de seguimiento se determinó que los complejos se 

mantienen estables, sin embargo se observó menor liberación del pADN de los 

complejos cuando fueron mantenidos a 3º comparados con los que se 

mantuvieron a temperatura ambiente. Además cuando los complejos fueron 

preparados a la concentración más baja (0.25%), independientemente del peso 

molecular del quitosano (bajo o mediano peso molecular), se observó una mayor 

liberación del pADN comparado con los preparados con 0.50% de quitosano. Sin 

embargo a pesar de la pérdida de ADN plasmídico de los complejos, el porcentaje 

de encapsulamiento es mayor del 85% a temperatura ambiente y arriba del 88% a 

3ºC, por lo que los complejos se mantienen parcialmente estables después de 30 
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días en solución, y su eficiencia de encapsulación no se vio afectada por la 

temperatura de almacenamiento. 

Las gráficas 18C y 18D, representan la estabilidad de los complejos 

quitosano/pcDNA3 a temperatura ambiente y a 3ºC respectivamente. Los 

resultados presentan la misma tendencia que los obtenidos con los complejos 

quitosano/pNGVL3-mIL-12. La figura 18E, muestra las preparaciones de los 

complejos que fueron analizados. 

Adicionalmente, se realizó un ensayo de retardación en gel de agarosa al 

0.8% con el fin de determinar la estabilidad de los complejos en solución. En el 

cuadro E, se observan los complejos quitosano de bajo peso molecular al 0.25% 

con 50 µg de pNGVL3-mIL-12, a los 0, 15 y 30 días a temperatura ambiente 

(líneas 4, 5 y 6), por lo que se pudo observar la integridad de los complejos 

después de 30 días de seguimiento en solución. 
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Figura 18. Efecto de la temperatura de almacenamiento del quitosano en solución 
sobre la eficiencia de encapsulación del plásmido pNGVL3-mIL-12. A) Complejos 
quitosano/pNGVL3-mIL-12 a temperatura ambiente, B) Complejos quitosano/pNGVL3-mIL-12 a 
3ºC, C) Complejos quitosano/pcDNA3 a temperatura ambiente, D) Complejos quitosano/pcDNA3 a 
3ºC, E) Preparaciones de los complejos evaluados. F) Estabilidad de los complejos quitosano de 
bajo peso molecular al 0.25% con 50 µg de pNGVL3-mIL-12; línea 1 Marcador de peso molecular λ 
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Hind III, línea 2 plásmido pNGVL3-mIL-12, línea 3 plásmido sin encapsular, líneas 4, 5 y 6 
complejos quitosano/pNGVL3-mIL-12 a los 0, 15 y 30 días respectivamente (Los ensayos fueron 
realizados por triplicado).  

 

5.4 Influencia del pH en la degradación de los complejos.  
Se ha determinado que diversas propiedades fisicoquímicas del quitosano 

como: pKa, grado de desacetilación y el peso molecular, favorecen su 

degradación por efecto del pH, además las propiedades estructurales de los 

complejos, y la metodología para su formulación también influyen en el proceso de 

su degradación. En este sentido y con la finalidad de evaluar el porcentaje de 

disociación de los complejos por efecto del pH,  se prepararon complejos 

quitosano/pADN  (quitosano al 0.25%, 0.50% y 0.75% de bajo, mediano y alto 

peso molecular) con 33µg de plásmido. Una vez obtenidos los complejos, fueron 

precipitados por centrifugación y posteriormente  re suspendidos en PBS 1X estéril 

a pH 7.1, 6.8, 6.5, 6.0 y 5.0. Los complejos incubados con PBS a distintos pH´s se 

mantuvieron a temperatura ambiente con agitación constante durante 72 horas.  

Cada 24 horas se midió la cantidad de pADN liberado por efecto del pH 

mediante espectrofotometría. Para ello, los complejos fueron centrifugados y el 

sobrenadante conteniendo el pADN liberado de los complejos fue cuantificado, 

mientras que el botón correspondió a los complejos precipitados. Una vez 

realizada la determinación del pADN libre, los complejos fueron nuevamente re 

suspendidos en PBS fresco, hasta su posterior lectura.  

En la figura 19 se observa la liberación del pADN por efecto de la 

degradación de los complejos quitosano/pADN favorecida por el  pH.  En el cuadro 

A se observa que la liberación del ADN plasmídico es de aproximadamente 18% a 

pH 7.1 a las 72h. Siendo los complejos preparados con el quitosano de bajo peso 

molecular al 0.25%, los que se degradan más rápidamente (a las 24 h). Sin 

embargo, a mayor tiempo no aumenta sustantivamente su degradación y se 

mantiene estable la cantidad de pADN liberado, alcanzando un nivel similar a las 

otras preparaciones, lo cual indica que el pH básico tiene muy poca influencia en 

la degradación de los complejos quitosano/pADN. Por otro lado, cuando los 

complejos son tratados a pH 6.8 (cuadro B), se observa que el 25% del ADN es 
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liberado a las 72h, los complejos formados con quitosano de mediano peso 

molecular a una concentración del 0.75%, presentan una liberación de ADN 

plasmídico del 45% en 48h. De manera general, se observa una mayor liberación 

de pADN en estas condiciones, comparado con los complejos incubados a pH 7.1. 

Los complejos preparados con quitosano de bajo y mediano peso molecular al 

0.50% y 0.75% respectivamente, incubados a pH 6.5 presentan una liberación de 

ADN de alrededor del 40% a las 48h, y esta condición se mantiene en constante 

aumento hasta un 65% a las 72h para los complejos de mediano peso molecular 

al 0.75% (Cuadro C). Cuando los complejos son incubados a pH 6 se observa un 

incremento variable pero significativo en la liberación del pADN, con una media del 

40% a las 72h (Cuadro D), alcanzando porcentajes de liberación desde el 30% 

hasta el  80% en la mayoría de los casos. Sin embargo para los complejos 

incubados a pH 5 a las 48h, el aumento en la liberación del pADN fue considerable 

comparado con las condiciones anteriores, pues el porcentaje de liberación se 

encontró entre el 45% al 70%, mismos que se mantuvieron constantes y en 

algunos casos en aumento a las 72 h (Cuadro E). Estos resultados indican, que el 

pH influye en la degradación de los complejos de quitosano/pADN; y se observa 

una relación entre el aumento de la degradación de los complejos conforme 

aumenta el grado de acidez del medio. Adicionalmente, la velocidad de 

degradación de los complejos parece estar influenciada por el peso molecular del 

quitosano y su concentración. Estos resultados corroboran las propuestas de la 

influencia del pH en la estabilidad de los complejos, lo cual es de suma 

importancia en la transgénesis. 
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Figura 19. Efecto del pH sobre la liberación de pADN encapsulado en los complejos 
quitosano/pADN. Cuadros A) Complejos quitosano/pADN a pH 7.1, B) Complejos quitosano/pADN 
a pH 6.8, C) Complejos quitosano/pADN a pH 6.5, D) Complejos quitosano/pADN a pH 6.0, E) 
Complejos quitosano/pADN a pH 5, F) Preparaciones evaluadas. Cada valor de la figura esta 
representado como la media de la desviación estándar (± SD), n=3. 
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5.5 Influencia del peso molecular del quitosano en su degradación.  
Para determinar si el peso molecular del quitosano influye en la velocidad de 

degradación de los complejos por efecto del pH, se prepararon complejos 

quitosano/pADN, utilizando quitosano de bajo, mediano y alto peso molecular a los 

porcentajes de 0.25%, 0.50% y 0.75% de bajo, mediano y alto peso molecular, 

acoplados a 33µg de ADN plasmídico. Los complejos se incubaron en PBS estéril 

1X a pH 7.1, 6.8, 6.5, 6.0 y 5.0 y se mantuvieron a temperatura ambiente con 

agitación constante durante 72 horas.  

Cada 24 horas los complejos fueron centrifugados y el sobrenadante 

conteniendo el pADN se midió por espectrofotometría, posteriormente los 

complejos fueron re suspendidos nuevamente en PBS fresco.  

En la figura 20 se observa la degradación de los complejos preparados con 

quitosano de distintos pesos moleculares y como consecuencia la liberación del 

pADN.  El cuadro A muestra el ADN plasmídico liberado de los complejos 

preparados con quitosano de bajo peso molecular al 0.25%, al ser incubados con 

PBS a los valores de pH previamente mencionados. La mayoría de los complejos 

alcanzan su cantidad máxima de liberación entre las 24 y 48 horas, siendo los 

complejos incubados a pH 5 y 6 los de mayor liberación (entre 65 y 60% 

respectivamente).      

En el cuadro B, se observa que la liberación máxima de pADN se alcanzó a 

partir de las 48 horas. Para el caso de los complejos incubados a pH 5, su nivel 

máximo de liberación se alcanzó a las 72 horas con alrededor del 70%. 

Adicionalmente se pudo observar que conforme aumenta el nivel de acidez en que 

fueron incubados los complejos también aumenta el porcentaje de liberación a 

través del tiempo. Cuando los complejos fueron preparados con quitosano de alto 

peso molecular (Cuadro C), se mantuvo la misma tendencia que en las 

preparaciones anteriores, sin embargo la cantidad máxima de liberación fue de 

alrededor del 15% a las 72 horas para los complejos incubados a pH5. 

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la degradación de los 

complejos en relación con el peso molecular del quitosano, está influenciada con 

el pH del medio, consecuentemente, es posible determinar la velocidad de 



 
 

92 
 

liberación del pADN de acuerdo a la formulación empleada (peso molecular del 

quitosano – pH del medio), lo cual podría manipularse para la elaboración de 

sistemas de liberación controlada de moléculas terapéuticas.  

 
Figura 20. Influencia del peso molecular del quitosano en la degradación de los complejos. 
Cuadro A) Degradación de los complejos preparados con quitosano de bajo peso molecular al 
0.25% con 33 µg pADN incubados a distintos pH. B) Degradación de los complejos preparados con 
quitosano de mediano peso molecular. C) Degradación de los complejos preparados con quitosano 
de alto peso molecular. Cada valor de la figura esta representado como la media de la desviación 
estándar (± SD), n=3. 
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5.5 Eficiencia de transfección de los complejos quitosano/pADN.  
Para determinar la eficiencia de transfección de los complejos 

quitosano/pADN, inicialmente se cultivaron las líneas celulares humanas SiHa, 

HeLa, C-33 A y la línea celular murina BMK-16/myc. Una vez que las células 

alcanzaron un nivel de confluencia del 80% fueron transfectadas con los 

complejos quitosano/pADN. Los complejos fueron preparados con quitosano de 

bajo y mediano peso molecular al 0.25% y 0.50% y el plásmido pSV-β-

galactosidasa a una concentración de 0, 5 y 10 µg. Los complejos obtenidos se 

mantuvieron en PBS estéril a pH 7.1. Con la finalidad de determinar la eficiencia 

de transfección de los complejos, adicionalmente se transfectaron las mismas 

líneas celulares usando LipofectaminaTM 2000 con las mismas concentraciones de 

ADN plasmídico. La eficiencia de transfección se determinó midiendo la actividad 

de la enzima β-galactosidasa usando el kit comercial β-Galactosidase Enzyme 

Assay System with Reporter Lysis Buffer a las 48 h posteriores a la transfección.  

La figura 21 muestra la eficiencia de transfección de los complejos 

quitosano/pADN. Cuando los complejos se realizaron con 5 µg de ADN plasmídico 

y quitosano de bajo y mediano peso molecular al 0.50%, se observó 

preferentemente la actividad de la β-galactosidasa en las líneas celulares BMK-

16/myc y HeLa respectivamente. Sin embargo cuando los complejos fueron 

preparados con 10µg de plásmido; todas las líneas celulares fueron transfectadas. 

La mayor eficiencia de transfección en las líneas celulares se obtuvo al utilizar 

quitosano de mediano y bajo peso molecular al 0.50%. Sin embargo dichos 

resultados varían de acuerdo a la línea celular transfectada, por lo que 

independientemente de la estandarización y optimización de las propiedades 

fisicoquímicas de los complejos, las propiedades biológicas inherentes al modelo 

de estudio podrían influir en la eficiencia de transfección.  Por otro lado, cuando la 

transfección se realizó utilizando LipofectaminaTM 2000 con 5µg de ADN 

plasmídico, se observó actividad preferente de β-galactosidasa en las líneas 

celulares SiHa y BMK-16/myc, y en esta última línea celular, el nivel de actividad 

de la enzima fue poco más del doble, comparado con las células transfectadas 

con los complejos; pero cuando se utilizó lipofectamina con 10µg de ADN 
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plasmídico todas las células fueron transfectadas; para el caso las células BMK-

16/myc los valores de transfección obtenidos fueron similares a los obtenidos con 

quitosano de mediano peso molecular al 0.50%. La línea celular SiHa presentó 

mayor actividad β-galactosidasa al ser transfectada con quitosano de bajo peso 

molecular al 0.50%  y 10µg de pADN comparado con los obtenidos con 

lipofectamina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Eficiencia de la transfección de los complejos quitosano/pADN. Se midió la 
actividad de la enzima β-galactosidasa como reportero de  la eficiencia de transfección. 
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Figura 22. Eficiencia de transfección usando LlipofectaminaTM 2000. Se midió la 

actividad de la enzima β-galactosidasa como reportero de  la eficiencia de transfección. 

 
 

 

5.6 Biocompatibilidad de los complejos quitosano/pADN.  
Para evaluar la biocompatibilidad de los complejos quitosano/pADN, se 

realizaron transfecciones de las líneas celulares SiHa, HeLa, C-33 A y BMK-

16/myc bajo las condiciones de transfección previamente descritas. Una vez 

realizada la transfección se midió la proliferación celular mediante un ensayo de 

MTT después de 48 horas; donde la proliferación celular esta inversamente 

relacionada con la toxicidad celular. Adicionalmente se realizó la transfección de 

las líneas celulares utilizando LipofectaminaTM 2000 con la finalidad de comparar 

el efecto citotóxico del vehículo de transfección utilizado. 

La figura 23 muestra el efecto del quitosano sobre la proliferación celular. Las 

líneas celulares transfectadas únicamente con quitosano de bajo y mediano peso 

molecular no afectaron la proliferación celular después de 48 horas, de igual 

manera cuando la transfección fue realizada con los complejos tampoco se 
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observó afectación en la proliferación celular, independientemente de la 

concentración de quitosano o de pADN utilizado.  

Por otro lado, cuando las células fueron transfectadas con 

lipofectaminaTM2000 (Figura 24), se observó que la proliferación celular disminuyó 

considerablemente comparada con las células sin tratar. La disminución en la 

proliferación celular se observó en todas las líneas celulares evaluadas, sin 

embargo la mayor afectación se observó en las células C-33 A 

independientemente de la formulación probada. En este sentido se determinó que 

la lipofectaminaTM2000 es altamente tóxica para las líneas celulares evaluadas y 

además la afectación es mayor cuando se administran conjugados 

lipofectaminaTM2000/pADN, mientras que la proliferación celular no se ve afectada 

por la administración de quitosano, ni por los complejos quitosano/pADN, lo que 

demuestra que el quitosano no es tóxico para las líneas celulares SiHa, HeLa, C-

33 A y BMK-16/myc y puede ser utilizado como vehículo para la liberación génica 

en esas líneas celulares. 

 

Figura 23. Evaluación de la citotoxicidad asociada a complejos quitosano/pADN. Cada valor 
de la figura esta representado como la media de la desviación estándar (± SD), n=3. 
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Figura 24. Evaluación de la citotoxicidad asociada a LipofectaminaTM 2000. 

 
 

5.7 Biodegradación in vivo de los complejos quitosano/pADN.  

Para determinar si el quitosano y los complejos quitosano/pADN pueden ser 

biodegradados in vivo. Ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad fueron 

inyectadas en el dorso por vía subcutánea con agua destilada estéril, quitosano de 

bajo peso molecular al 0.50% resuspendido en agua a pH 7.1, sulfato de sodio al 

20% y complejos quitosano/pcDNA3 en un volumen final de 30 µl cada uno. Los 

complejos quitosano/pcDNA3 fueron preparados con quitosano de bajo peso 

molecular al 0.50% + 25 µg del plásmido pcDNA3. Una vez que las formulaciones 

fueron inyectadas en el modelo de estudio, se generó una protuberancia que fue 

medida utilizando un vernier electrónico, evaluando la variación en su volumen 

durante un período de 15 días.  

Adicionalmente otro grupo de ratones tratados bajo las misma condiciones 

de estudio, fueron sacrificados al día 15 con el fin de evaluar la presencia o 

ausencia de los complejos en el modelo in vivo. La determinación de su 
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degradación se realizó por electroforesis mediante un ensayo de retardación en 

gel.  

La figura 25 muestra el volumen de las protuberancias generadas por la 

inyección subcutánea del quitosano y de los complejos quitosano/pADN. Las 

ratonas inyectadas con agua destilada y sulfato de sodio al 20% no pudieron ser 

medidas, debido a que las formulaciones fueron absorbidas y no se generó la 

protuberancia. Sin embargo las ratonas inyectadas con quitosano presentaron una 

protuberancia de aproximadamente  105 mm3; misma que comenzó a disminuir de 

manera constante a partir del día 2 hasta alcanzar un volumen aproximado de 10 

mm3 después de 15 días de medición. Por otro lado, cuando los complejos fueron 

inyectados en el dorso de las ratonas; generaron una protuberancia de alrededor 

de 120 mm3, sin embargo a partir del día 2 se observó un aumento en su diámetro 

alcanzando un volumen de cerca de 170 mm3. Posteriormente al aumento del 

volumen en la protuberancia se observó una disminución constante hasta alcanzar 

un volumen aproximado de 10 mm3 después de 15 días de seguimiento.  

Adicionalmente, los complejos fueron identificados en las protuberancias 

generadas en las ratonas después de 15 de su inyección. En la figura 26, se 

observan mediante electroforesis en gel los complejos generados previos a su 

inyección (línea 2); mientras que en la línea 3 se muestra la formulación de 

quitosano de bajo peso molecular al 0.50% inyectada en las ratonas. A pesar de 

que dicha formulación generó una protuberancia en las ratonas, en el gel no se 

pudo determinar debido a la ausencia de pADN. La líneas 5 muestra las 

protuberancias generadas en las ratonas al ser inoculadas con quitosano vacio, 

mientras que la línea 6 muestra los complejos quitosano/pcDNA3 presentes en las 

protuberancias generadas en las ratonas a los15 días de su inoculación.  
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Figura 25. Biodegradación de los complejos quitosano/pADN in vivo. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Identificación de los complejos quitosano/pcDNA3 en el modelo in vivo. 
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La figura 27, muestra el tejido subcutáneo de las ratonas tratadas con el 

quitosano y con los complejos quitosano/pcDNA3 después de 15 días de su 

inoculación. La ratona número 1 al ser inyectada con el quitosano de bajo peso 

molecular al 50%, mostró una protuberancia en una estructura aparentemente 

encapsulada y de manera uniforme, sin embargo las ratonas 2 y 3 presentaron 

una aparente invaginación o degradación total del polímero. Interesantemente las 

ratonas tratadas con los complejos quitosano/pcDNA3, presentaron una aparente 

invaginación (2 y 3), mientras que en la muestra 3 no se observó el 

encapsulamiento uniforme, además el tamaño de la protuberancia fue menor que 

la observada en la muestra número 1  de las ratonas inyectadas solo con 

quitosano.  

Los resultados anteriormente descritos permitieron demostrar que tanto el 

quitosano como los complejos quitosano/pADN pueden ser biodegradados al ser 

administrados en un modelo de estudio in vivo. 
 

 

Figura 27. Biodegradación del Quitosano 15 días después de su aplicación en ratones 
hembra Balb/c. 
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5.8 Evaluación del crecimiento tumoral in vivo por efecto de los complejos 
quitosano/pNGVL3-mIL-12. 

La determinación del potencial terapéutico de los complejos 

quitosano/pNGVL3-mIL-12 se evaluó mediante la inhibición o disminución del 

crecimiento tumoral. De manera inicial, se generó el modelo tumoral murino de 

acuerdo a la metodología previamente descrita. Una vez que las ratonas 

alcanzaron el volumen tumoral requerido (20 a 30 mm3), fueron inyectadas por vía 

intratumoral con los complejos quitosano/pcDNA3 y quitosano/pNGVL3-mIL-12. El 

crecimiento tumoral fue monitoreado durante un período de 30 días.  

La figura 27 muestra la inhibición del crecimiento tumoral por la inyección de 

los complejos quitosano/pNGVL3-mIL-12, la administración de una dosis única de 

los complejos formulados con quitosano de bajo peso molecular a una 

concentración de 0.50% con 25 µg de ADN plasmídico, confiere inhibición en el 

crecimiento tumoral hasta 14 días después de la administración. Sin embargo 

después de los 14 días de contención en el crecimiento tumoral, se observó un 

aumento gradual en el tamaño del tumor; no obstante dicho crecimiento es 

aproximadamente un 30 y 40% menor comparado con el volumen tumoral 

alcanzado por los ratones tratados con los complejos quitosano/pcDNA3 y los 

ratones que no recibieron tratamiento. Estos resultados muestran un claro efecto 

de la inhibición tumoral por los complejos quitosano/pNGVL3-mIL-12, y confirman 

la propiedad antitumoral de la IL-12.  

Adicionalmente se evaluó en el modelo tumoral murino el efecto del 

quitosano con PBS. Al inicio del seguimiento se observó un crecimiento en el 

volumen tumoral durante los primeros 3 días. Sin embargo después se observó 

una división en el tumor, manteniéndose como 2 tumores independientes por lo 

que su medición fue compleja. 

Por otro lado, durante el tiempo de seguimiento del crecimiento tumoral se 

evaluó el tiempo de sobrevivencia de los ratones. Al día 30, los ratones que fueron 

tratados con los complejos quitosano/pcDNA3 y los que no recibieron tratamiento 

presentaron un crecimiento tumoral excesivo por lo que fueron sacrificados; en 
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contraste los ratones que fueron tratados con los complejos quitosano/pNGVL3-

mIL-12 se mantuvieron hasta los 60 días y posteriormente fueron sacrificados, sin 

embargo durante este período ninguno de los ratones alcanzó el volumen tumoral 

ni presento las mismas manifestaciones que los ratones control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Inhibición del crecimiento tumoral por la inyección de los complejos 
quitosano/pNGVL3-mIL-12. Cada valor de la figura esta representado como la media de la 
desviación estándar (± SD), n=3. 
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CAPITULO 6 DISCUSIÓN  
 

El cáncer cervicouterino representa un importante problema de salud pública 

en México y en el mundo, y aunque se utilizan diversas estrategias terapéuticas, 

éstas no han incidido de manera importante en la disminución del problema, para 

ello se están evaluado nuevas moléculas con potencial terapéutico como la 

interleucina 12 (IL-12),  que ha demostrado ser un potente inductor de la 

inmunidad antitumoral, sin embargo es necesario desarrollar biomateriales para su 

transporte. El quitosano, es un polímero biodegradable cuyas propiedades 

fisicoquímicas y de biocompatibilidad, han permitido utilizarlo como acarreador de 

genes en terapia génica no viral, en este sentido, nuestro propuesta fue generar 

complejos quitosano-pNGVL3-mIL-12 para la liberación del gen IL-12 en un 

modelo tumoral murino como estrategia terapéutica contra el CaCu. 
La prueba de concepto se desarrolló en un modelo in vitro utilizando las 

líneas celulares HeLa, SiHa, C33-A y BMK-16/myc transfectadas con los 
complejos quitosano-pNGVL3-mIL-12 previamente caracterizados.  

Los complejos fueron obtenidos mediante el método de coacervación y 
fueron examinados en función de su eficiencia de encapsulamiento, estabilidad, 
degradación por efecto del pH y peso molecular del quitosano, biocompatibilidad y 
biodegradación in vivo.  

Nuestros resultados demostraron que la eficiencia de encapsulamiento de los 
complejos incrementa conforme aumenta el peso molecular del quitosano, además 
para el caso del quitosano de alto peso molecular el aumento en su concentración 
también favorece su capacidad de encapsulamiento, sin embargo su viscosidad 
aumenta lo que complica su manipulación y posterior administración. 
Adicionalmente se comprobó que el peso molecular del plásmido y su 
concentración influye en la eficiencia de encapsulamiento, los resultados 
mostraron que a mayor peso molecular de los plásmidos, disminuye la eficiencia 
de encapsulación. Los valores de retención del ADN plasmídico por el quitosano 
de bajo y mediano peso molecular oscila entre el 89 y 92%, mientras que al utilizar 
quitosano de alto peso molecular el porcentaje de encapsulamiento es de 
alrededor del 96%, nuestros datos mostraron una mayor eficiencia de 
encapsulamiento que los reportados por Dastan y Turan en el 2004 [334], y que 
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fueron realizados bajo la misma metodología, sin embargo en nuestras 
formulaciones el tiempo de la dilución del quitosano en ácido acético al 2% fue 
mayor; lo cual podría estar relacionado con un aumento en la protonación de los 
grupos amino del quitosano [335], provocando un aumento en su densidad de 
carga positiva y provocando una mayor interacción con las cargas negativas del 
ADN, lo cual favorece la generación de los complejos. Estos resultados sugieren 
que el tipo y proporción de quitosano-ADN usado en la formulación de los 
complejos es fundamental para una buena eficiencia de encapsulamiento. 

Por otro lado, durante el proceso de generación de los complejos; el 
quitosano es diluido en ácido acético al 2%, mientras que el pADN en sulfato de 
sodio al 20%; lo cual favorece la formación de las interacciones electrostáticas 
necesarias para la generación de los complejos por el método de coacervación. 
Una vez que los complejos fueron obtenidos, se sometieron a lavados con agua 
desionizada y centrifugación con la finalidad de eliminar las soluciones empleadas 
en su formulación; dichos procedimientos podría afectar la estructura de los 
complejos o afectar a las biomoléculas empleadas (quitosano y/o ADN). Nuestros 
resultados demostraron mediante un análisis electroforético que tanto el ADN 
plasmídico como los complejos, se mantienen intactos después del proceso 
realizado para su obtención. El perfil electroforético demostró la generación de los 
complejos y su integridad de acuerdo a lo reportado por Ishi y colaboradores en 
2001 [45], y presentan también el mismo comportamiento que el reportado para la 
obtención de nanopartículas de quitosano [336]. Dicha propuesta se basa en la 
afectación de la movilidad electroforética del ADN, debido al cambio en la carga 
eléctrica neta alcanzada durante la generación de los complejos [337-338]. 
Adicionalmente, el número de copias de ADN es uno de los factores más 
importantes que afectan el nivel de expresión en estrategias de terapia génica no 
viral. Estudios previos [205] demostraron que los complejos quitosano/ADN 
pueden prevenir la degradación del ADN de las nucleasas, en este sentido; 
mediante un análisis electroforético pudimos determinar la capacidad del 
quitosano utilizado en la formulación de nuestros complejos para proteger los 
plásmidos utilizados de su degradación enzimática por la DNAsa I, lo cual 
proporciona un método que favorece la biodisponibilidad de ADN plasmídico para 
su aplicación in vivo. 

 



 
 

105 
 

Con el objeto de determinar las condiciones del medio, que favorecieran el 
mantenimiento y/o degradación de los complejos, se formularon soluciones de 
PBS a distintos valores de pH. Los complejos fueron incubados en dichas 
soluciones y se determinó el perfil de liberación del plásmido, además del efecto 
de la temperatura durante el tiempo de almacenamiento de los complejos. De 
acuerdo a nuestros resultados, los complejos incubados en soluciones ácidas  son 
degradados más rápidamente que los complejos incubados en soluciones a pH 
neutro. Con lo anterior podemos proponer que si se busca una liberación rápida 
del ADN encapsulado, el medio en el cual se encuentren los complejos, (ya sea 
inducido o propio del sistema biológico) deberá ser ácido, principalmente al 
trabajar con formulaciones realizadas con quitosano de bajo y mediano peso 
molecular a bajas concentraciones. Nuestros resultados permiten establecer que 
al incubar los complejos a pH 5, 6 y 6.5 la liberación del plásmido se inicia durante 
las primeras horas y se mantiene de manera sostenida hasta las 72, alcanzando 
una liberación máxima de aproximadamente un 80% a pH 5, en contraste con los 
complejos incubados a pH 6.8 y 7.1 donde el perfil de liberación del plásmido se 
observa a partir de las 24 horas, alcanzando un máximo de aproximadamente el 
20% a las 72 horas a pH 7.1 en agitación constante. Lo anterior aporta datos 
relevantes relacionados con el sitio biológico de aplicación de los complejos, pues 
en al caso del cáncer cervicouterino el ambiente del cérvix presenta un pH de 5, lo 
cual podría favorecer la liberación rápida del ADN encapsulado en los complejos; 
además si se realizan combinaciones en cuanto al peso molecular y concentración 
del quitosano de los complejos, se podría generar un perfil de liberación continua y 
sostenida desde las primeras horas de su aplicación hasta diversos días.  

En este sentido, nuestros resultados permiten determinar que la temperatura 
de almacenamiento de los complejos no afecta su estabilidad, sin embargo 
cuando los complejos son almacenados a 3°C su porcentaje de disociación se ve 
ligeramente disminuido con respecto a los complejos almacenados a temperatura 
ambiente (∼25°C) durante un período de 30 días. Nuestros resultados concuerdan 
con otros trabajos previamente reportados [337-338], sin embargo las 
formulaciones no fueron las mismas a las evaluadas en este trabajo. 
Adicionalmente si se requiere generar complejos que deban ser almacenados a 
temperaturas más bajas o que requieran ser protegidas de su degradación al pH, 
es posible recubrir los complejos con compuestos como el alginato [339]. Con 
estos resultados podemos desarrollar sistemas de liberación génica que no sean 
afectados por la temperatura de almacenamiento, que sean biológicamente 



 
 

106 
 

funcionales durante un cierto período de tiempo y que permitan su transporte y 
contención bajo ciertas condiciones ambientales.   

La eficiencia de transfección de los complejos así como su biocompatibilidad 
ha sido demostrada en diversas líneas celulares, sin embargo se ha demostrado 
que la eficiencia de transfección es variable dependiendo del tipo celular 
transfectado, la formulación de los complejos, el tamaño de las partículas, la 
adición de moléculas acopladas al polímero y el medio de transfección. La 
optimización de dichos parámetros favorece la transgénesis de los complejos, aun 
así la eficiencia de transfección se mantiene por debajo o igual, al compararse con 
los obtenidos con sistemas comerciales de transfección basados en lípidos, como 
la lipofectamina. Nuestros resultados de transfección in vitro, mostraron que el tipo 
celular influye en la transfección y su subsiguiente nivel de expresión génica. Las 
células BMK-16/myc y HeLa fueron transfectadas más eficientemente que las 
células SiHa y C33 A al utilizar quitosano de bajo y mediano peso molecular al 
0.50%, con 5 µg de plásmido; sin embargo al utilizar la misma formulación de 
quitosano pero con 10 µg de plásmido, los complejos mostraron un nivel de 
expresión génica similar a los obtenidos por la transfección con lipofectamina. 
Adicionalmente también evaluamos el nivel de citotoxicidad presente en las 
células transfectadas. En contraste con las diferencias presentadas en la eficiencia 
de transfección, nuestros resultados mostraron que independientemente de la 
formulación de los complejos, la viabilidad celular se mantiene estable después de 
48 horas de evaluación, por lo que el nivel de citotoxicidad inherente a los 
complejos, es nula o baja comparada con el nivel observado en las líneas 
celulares transfectadas con lipofectamina, nuestros datos concuerdan con 
diversos estudios previamente realizados en diversas líneas celulares, sin 
embargo esto no había sido evaluado en la línea celular BMK-16/myc.  

Finalmente, se evalúo el efecto antitumoral de los complejos quitosano-

pNGVL3-mIL-12, en el modelo murino. Los tumores generados en el dorso de 

ratones hembra balb/c,  fueron tratados por la inyección intratumoral directa de los 

complejos.  La inhibición del crecimiento tumoral se observó de manera transitoria 

hasta 14 días posteriores al tratamiento al ser comparado con los controles (figura 

28). Lo anterior  sugiere que los complejos quitosano-pNGVL3-mIL-12 presentan 

un efecto antitumoral sostenido, que pudiera estar relacionado con su velocidad de 

biodegradación in vivo (figura 27), lo cual favorece la liberación del plásmido y su 
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posterior expresión del transgen. Eventualmente el efecto antitumoral transitorio, 

pudiera ser sostenido o aumentado mediante la administración de dosis repetidas 

del complejo, también podría administrarse una mezcla de complejos que de 

acuerdo a su formulación presenten una tasa de biodegradación más prolongada 

(figura 20). Por otro lado, los ratones tratados con los complejos mantuvieron un 

efecto antitumoral constante  que se vio reflejado en el tiempo de sobre vida. Los 

ratones control fueron sacrificados al día 30 debido al crecimiento tumoral 

excesivo y a las manifestaciones físicas mostradas, en cambio los ratones 

tratados,  se mantuvieron hasta el día 60 sin haber alcanzado el mismo volumen 

tumoral. De manera muy particular, existen pocos reportes basados en la 

administración intratumoral de complejos de quitosano/pADN y quitosano siRNA 

[329, 339, 340], y además de la eficiencia de los complejos, se ha demostrado que 

éstos ejercen una actividad adyuvante; caracterizado por la expansión celular en 

los nódulos linfáticos locales, cambios a nivel de macrófagos y células NK, 

además de la formación de un depósito de antígeno, por lo que el quitosano 

podría generar una escenario ideal para la generación y co-estimulación de una 

respuesta inmune adaptativa. Adicionalmente, los complejos quitosano/pADN 

podrían considerarse como un adyuvante eficiente al ser administrado por vía 

parenteral.  

El presente trabajo establece la viabilidad de los complejos quitosano-

pNGVL3-mIL-12 como un sistema, no tóxico, biodegradable, biodisponible y 

eficiente para transferencia génica no viral como tratamiento contra el cáncer 

cervicouterino, sin embargo es necesario desarrollar un modelo de estudio en el 

cérvix,  que permita evaluar de manera directa la actividad antitumoral, así como 

optimizar las formulaciones de acuerdo a las características bioquímicas del 

modelo de estudio. Adicionalmente es necesario evaluar si los complejos son 

capaces de biodegradarse en el sitio del tumor y mantener la actividad biológica 

de la IL-12 en el sitio del depósito, en este sentido es necesario determinar el perfil 

de citocinas involucradas en la actividad antitumoral activada por la expresión de 

la interleucina 12. 
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CAPITULO 7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 

Se generaron complejos quitosano/pADN mediante el método de 
coacervación. Los complejos pueden ser degradados a valores ácidos de pH,  
favoreciendo la liberación sostenida del ADN plasmídico por períodos de tiempo 
prolongados en sistemas in vitro; además el quitosano es capaz de proteger al 
ADN de su degradación por las nucleasas. Los complejos presentan una alta 
eficiencia de transfección y debido a su baja toxicidad son biocompatibles para 
estudios in vivo. El efecto antitumoral mostrado en el modelo tumoral murino, lo 
ubica como un excelente sistema para la liberación de genes con potencial 
terapéutico, para el control de neoplasias cervicales de alto grado asociadas a la 
infección por VPH. 
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ABREVIATURAS 
 

ADN    Ácido desoxirribonucleico.  

C6H12O6   Glucosa. 

C10H14N2Na2O8·2H2O Ácido etilendiamino tetraacético 

CaCL2    Cloruro de calcio. 

(CH3)2CH2OH            Isopropanol. 

CH3CH2OH   Etanol. 

CH3COOH   Ácido acético. 

CH3COOK   Acetato de potasio. 

CMV    Citomegalovirus. 

CO2    Dióxido de carbono. 

cP    CentiPoise. 

DMEM   Medio de Dulbecco modificado por Eagle 

DNasa   Desoxirribonucleasa. 

EDTA    Ácido etilendiamino tetraacético. 

FTIR             Espectrometría infrarroja por transformada de Fourier. 

g                                Gramo. 

h    Hora. 

H-RMN   Espectroscopia de resonancia magnética nuclear. 

IL-12    Interlucina 12. 

Kb    Kilo base. 

KCl    Cloruro de potasio. 

kDa    KiloDalton. 

KH2PO4   Fosfato de potasio monobásico. 

L    Litro. 

LB    Luria Bertani. 

LD50    Dosis letal media. 

M    Molar. 

m/v    Masa/volumen 

MDa    MegaDalton. 
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mg    Miligramo. 

ml    Mililitro. 

mm    Milímetro. 

mM    Milimolar. 

MTT    Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio. 

Na2CO3   Carbonato de Sodio. 

Na2HPO4   Fosfato ácido de sodio. 

Na2SO4   Sulfato de sodio. 

NaCl    Cloruro de sodio. 

NaHCO3   Bicarbonato de sodio. 

NaOH    Hidróxido de sodio. 

ng    Nanógramo. 

nm    Nanómetro. 

pADN    ADN plasmídico. 

PBS    Buffer salino de fosfatos. 

PEG    Polietilenglicol. 

PEI    Polietilenimina. 

pGauM   Poli-3-guanidopropilmetacrilato. 

pH    Potencial de hidrógeno. 

pKa    Potencial constante de acidez. 

PLL    Poli-L-lisina. 

P.M.    Peso molecular. 

RLB    Buffer reportero de lisis. 

rpm    Revoluciones por minuto. 

SBF    Suero bovino fetal. 

SDS    Dodecil sulfato de sodio. 

UV    Ultravioleta. 

v/v    Volumen/volumen. 

VPH    Virus del papiloma humano. 

β-gal    β-galactosidasa. 

µg    Microgramo. 
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µl    Microlitro 

∆pH    Diferencial de pH. 

∆T    Diferencial de temperatura. 

 λ    Longitud de onda. 

%R    Porcentaje de Retención. 
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ANEXO 

 

 

 

 
 
Anexo 1. Caracterización por digestión enzimática de los plásmidos pcDNA3, 
pNGVL3-mIL-12 y pGFP. 
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Anexo 2. Esquema general del planteamiento del problema. 

 
 

 

 

 



 
 

151 
 

 
 

Anexo 3. Visión general de la preparación de los complejos quitosano/pADN. 
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Anexo 4. Esquema general de dosificación de los complejos polímero/pADN. 
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