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Resumen 

La capacidad de introducir material genético eficientemente en una 

célula es de interés en procesos como terapia génica y fabricación de vacunas. 

Si bien ya existen métodos para lograrlo, es necesario encontrar métodos de 

transfección más eficientes. Dentro de estos vehículos de transfección se 

puede destacar la utilidad de nanopart:ículas de hidroxiapatita (HAp ); un 

mineral cuya fórmula química es: Ca10(P04)6(0H)2, y que está presente 

naturalmente en huesos y dientes. 

Las propiedades que posee este materia:!, como su biocompatibilidad, 

osteconductividlad, afinidad por biomo:léculas y toxicidad baja por mencionar 

algunas, han promovido e'I estud io y la aplicación de hidroxiapatita como un 

biomaterial por excelencia en diversos sistemas biológicos. En este traba1,o se 

estudió la ufüización de nanopartículas de hidroxiapatita en la transfección de 

diversos linajes ce'lulares, es decir células HeLai y HEK 293 T, lo anterior con 

el fin de poder determinar que en presencia de reguladores de la vía autofágica 

se puede modular la eficiencia de transfección; cuya modulación es 

dependiente del linaje celu lar. 

Asimi,smo, se estudió la internalización del compl~ejo HAp-ADN en las 

líneas celulares HEK 293 T y HeLa, en donde se logró verificar y cuantificar 

cuantas célu1las positivas internalizan hidroxiapatita por parte del linaje HEK 

293T e incluso determinar una tendencia a una posible internalización efectiva 

por parte de las células HeLa, sin embargo este un aumento no es significativo. 

Este estudio permite comprender la captación de este tipo de vehículo 

génico en los linajes de estudio y la relación que existe entre eli proceso de 

transfección y la modulación autofagia, de l'a cua'I existe poca información 

reportada. Estos resultados podrían pennifü obtener procesos más eficientes 

de transfección y con ell'o mejoras en áreas de interés como la ya mencionada 

terapia génica o la nanofarmacología. 
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Introducción 

Nanotecnología 

La nanotecnología es la disciplina encargada de producir y manipul1ar 

materiales a escala nanométrica, una escala similar al tamaño de algunos virus 

(-100 nm) o proteínas como la hemogl'.obina (--1 O nm). t, 2. 3 Esta área ha 

tomado auge en los últimos años, debido a las diferentes cairacterísticas físicas 

(formas y tamaños) y químicas de estos materiales con respecto a los 

materiiales convencionales. 7 

Lo anterior ha generado apllicaciones en diferentes áreas, dentro de las 

cuales podemos destacar el uso de estos nanomateriales no solo en 

investigación básica, sino también en el desarroll:o e innovación de energías 

más eficientes y limpias. Incluso se han encontrado aplicabilidad en la industria 

de catálisis 4· 7 especialmente en fotocatálisis por sus cualidades 

semiconductoras. 7 En el área de dispositivos electrónicos, han encontrado 

apl.icació11 debido a sus características eléctricas y ópticas, por ej,emplo se han 

utilizado en el desarrol.lo de sensores y pantallas. 7 En cuanto a la industria 

mecánica, se 1han utilizado como revestimientos, lubricantes y adhesivos;, 

debido a sus propiedades de tensión y deformación. 7 Por otro lado, en el 

ámbito ambiental, además de la generación de energías más limpias, se han 

utilizado a estos materiales en la rnmediación de aguas.7 

Ex·isten una gran variedad de nanomateria1les, por ejemplo, nanopolímeros, 

nanohilos y nanopartícuilas de natura'leza metálica o a base de no metales 

como por ejemplo de carbono (nanotubos). 4· 7 Dentro de estos materiales, nos 

concentraremos en las nanopartícUlas, las cuales poseen un tamaño 

comprendido entre 1 y 100 nm. 1• 3· 4 La obtención de este tipo de 

nanomateriales se pueden realizar mediante los siguientes métodos: 

1. Las nanopartícul'as obtenidas por métodos físicos o top-down implica 

un método destructivo, a partir de un material que se subdivide para 

disminuir su tamaño de partícula y el proceso se repi.te hasta obtener 
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nanopartículas a las que se añaden agentes estabilizantes de estas 

para mantener su forma y tamaño.4· 7 Ejemplos de estos métodos son 

molienda, deposición física en base de vapor, entre otras.7 

2. Los métodos químicos, conocidos como bottom-up, consisten en un 

enfoque tipo constr1uctivo debido a que las nanopartículas se forman a 

partiir de sustancias más simples.7· 8 Este pmcedimiento consiste en la 

formación de agregados de moléculas y su estabili1zación para 

mantener 11a morfo'logía de las nanopartículas sintetizadas y por ende 

sus propiedades.4· 7 Ejemplos de estos métodos son la obtención de 

partículas por reducción química o electroquímica de una sal. 7· 8 

También se utliza la ablación medli1ada por láser (métodos físico­

químicos) e incluso métodos de sintesis b.iológicos. 7· 8 

Otra área que ha generado interés es la aplicación de los 

nanomateriales en sistemas biológicos, conocida como bio-nanotecnología.5· 

6· 7· 9 De las aplicaciones que se han reportado para las nanopartículas dentro 

del área de la bio-nanotecnologfa se puede dlestacar el uso de estas como 

sensores, por ejemp1lo de diversos analitos biológicos como ácidos nucleicos 

y proteínas debido a la capacidad de unión de 1las nanopartículas con estos 

tipos de biomoléculas. 6· 74 Asimismo, se han utilizado en la detención de 

ciertos patógenos, mediante el uso de nanopartículas magnéticas recubiertas 

con anticuerpos, para detectar antí:genos de superficie específicos de estos. 6· 

74 También, han encontrado aplicación en el seguimiento específico de 

diversos objetivos moleculares, por ejemplo con e'I uso de los marcadores 

fluorescentes conocidos en ingilés como quantum dots (nanopartículas 

semiconductoras fluorescentes), se ha podido obtener imágenes celulares 

satiisfactorias. 1'· 74 

Otra aplicación consiste en su uso como vehículos génicos, es decir, 

como mater ial! capaz de transportar ácidos nucleicos hacia e'I interior de la 

célula. 5· 11 · 12· 13 Cuando e11 cargo transportado por las nanopartículas es un 
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ácido nucleico, y el proceso ese realiza en células eucariotas, es conocido 

como transfección y es usado para expresar genes en células animales.1º· 12 

Por otra parte, la transfección ha encontrado apl,icación en tratamientos 

como la terapia génica.75 Por ejemplo mediante tratamientos ex vivo, en donde 

se reali1za la corrección del, defecto genético en células extraídas del propio 

paciente, una vez el transg:en, (g,en extraño) es trasmitido a las células hijas, 

estas son devueltas al organismo del paciente. 75• 76 Esta forma ex vivo se 

aplica en tejidos o célullas diana como de la piel o el hígado, debido a que 

pueden renovarse a partir de células progenitoras.76 De forma específica se 

ha utilizado en el1 tratamiento de la deficiencia de la enzima adenosina 

desaminasa de hepatocitos para reducir la hipercolesterol1emia familiar, entre 

otras patologías.76 

iDebido al interés que se ha generado en esta área, se ha lnecho 

necesario buscar vehículos rnás biocompatibles, menos tóx1icos o inertes para 

dicho fin, y que a su vez sean estables en sistemas biológicos. 10· 11 Uno de los 

nanomateriales que ha generado interés para dicho fin son las nanopartículas 

de hidrox1iapatita. 
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Marco teórico 

Hidroxiapatita (HAp) 

La hidroxiapatita es un mineral compuesto por fosforo, caldo e 

hidrógeno principalmente, cuya fórmu1la química es.: Ca10(PQ4)6(0H)2.1º· 14 La 

hidroxiiap·atita está presente de forma natural en huesos y dientes, 

proporcionando la dureza característica a estos tejidos. 14 Sin embarg.o, la HAp 

biog:énica contiene porcentajes pequeños de otras especi.es químicas; como 

carbonato (CQ32"), cloruro ( Cl1·}, iones magnesio (Mg2"*' ) y iones sodio (Na+).14· 

15 Este mineral pertenece a la familia de las apafüas con una estructura 

cristalina hexagonal1 (figura 1) y en la naturaleza puede estar formando parte 

de rocas sedimentarias e inc'luso metamórficas.14 Por lo general posee una 

relación mo1:ar Ca/P de 1.,67.15 

• • 

• 
b • 

B 

• 
n , 1 

Figura 1: Proyección esquemática de la estructura cristalográfica de la celda unidad 

hexagonal de HAp (A} y modelo de losa de la superficie de HAp (B). (Fuente: Wang et al. ,. 

2018)16. 

La hidroxiapatita es un biomateriall con potencia'! de aplicabilidad debido 

a sus propiedades de biocompatibilidad (es tolerado por el organismo y así1 

facilita la adherencia de implantes).1:o. 17· 1·8 Además, este material muestra una 

alta afinidad por biomoléculas y propiedades adicionales como 

osteconducción; (promueve el desarrolllo de nuevo material óseo) y baja 

toxicidad, por mencionar algunas. 14 .. 17· 18 Estas propiedades han nevado a su 
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aplicaci.ón en diferentes áreas por ejempl'o: ortopedia, odontología con el 

esmalte dental e incluso en implantes de oído medio. 14· 17 

Existen diversos ejemplos de aplicaciones de HAp, algunos en temas 

relacionados con el agua en donde se han utilizado a estas como agentes de 

tratamiento en la eliminación de ciertos metal:es pesados como Cd2+, Hg2+ y 

Pb2+; esto basado en una reacción de intercambio iónico.18 También en 

catálisis se han usado a 1las nanopartículas, por ejemplo como catalizador 

económico en la combustión de ciertos compuestos orgánicos como 

formaldehido, que normalmente se realiza sobre cata.lizadores de metales 

preciosos de alto costo como platino y paladio; e incluso se han utilizado como 

fase estaoionarFa para purificar y separar ácidos nucleicos, pépt<idos y 

proteínas.18 

Se ha reportado que propiedades, como la biocompatibi1lidad y 11a 

toxicidad de este material dependen del tamaño y forma de las nanopartículas. 
17• 18· 19 Por lo cual, controlar estos parámetros es de notorio interés para 

obtener una formulación adecuada del material para las aplicaciones 

deseadas.17· 18· 19 Por ej~emplo se reporta que nanopartícul1as de hidroxiapatita 

en forma de aguja (fusiformes) y de p'laca poseen una mayor toxicidad que en 

forma esférica, lo anterior en células epiteliales bronquiales humanas (BEAS-

2B),78· 79 no obstante este efecto es dependiente del tipo de célula ya que en 

célul'as RAW 264.7 con estas mismas nanopartículas, este efecto es 

independiente de la forma. 79 

Además, existen reportes de que en presencia de altas concentraciones 

de las nanopartículas (aproximadamente a 0.5 mg/ml) empieza a tener 

efectos notorios; causando daños celulares que conducen a la inhibición del 

crecimiento celular.2º 

También se ha reportado un aumento de la toxicidad por la presencia 

de cargas negativas en las nanopartícu'las, 1º· 21 no obstante, a pesar de tener 

cargas ne9ativas en su superficie también estas son internalizadas aunque en 

menor medida que las que poseen cargas positivas.20 En el caso de 
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hidroxiapatita, este material posee tanto cargas negativas como positivas; por 

la presencia de fosfatos (PQ43-) y calcio(Ca2+) en su estructura 1º· 15 y de igual 

manera existen reportes de su intemalización en diversos linajes cel.ulares. 1º· 
80, 81 

Síntesis de HAp 

Con el fin de controlar el tamaño y forma de las partículas de 

hidroxiapafüa se han diseñado diferentes métodos de síntesis. Algunos de 

estos métodos son : 

Métodos secos: como 110 dice su nombre no implica el uso de solventes 

y a su vez no requieren controlar la presión. 17 Ejemplo de esto es la síntesis 

en estado sólido; en la cual sales de calcio son sometidas a un proceso de 

molienda y luego llevadas a temperaturas de hasta. 1 OOOºC, y una vez 

calcinadas se obtiene una estructura cristalina. 17 Sin embargo posee la 

dificUltad de formar nanopartícul:as de gran tamaño y de forma irregu lar. 17 Este 

es un método de bajo costo pero debido a la dificulitad para controlar el tamaño 

de partícula, no es adecuado para sintetizar HAp con una aplicación biomédica 

con un control más preciso. 17 

Métodos húmedos: poseen como ventajas poder controlar la 

morfolog.ía y el tamaño de las nanopartículas de manera precisa; sin embargo, 

presenta la desventaja de que en solución otros iones pueden incorporarse a 

la estructura cr1istalina y así ocasionar impurezas. 17 Ejemplos de estos son: 

precipitación química, hidrolisis, sol-gel, hidrotérmicos, emulsiones y métodos 

sonoquímicos.17 En términos generales son métodos que dependen del pH del 

medio para la formación adecuada de las nanopartículas, y en algunos casos, 

como en los métodos hidrotérmicos, dependen además de la presión 

aplicada.17 

Métodos de alta temperatura: son procesos en que los precursores se 

descomponen ya sea total o parcialmente para dar origen a las 

nanopartículas.17 Posee como ventaja 11a alta pureza del producto, y que es un 
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método rápido y de bajo costo. 17 Por otro lado su principal desventaja es la 

gran cantidad de variabl!es que se deben mantener bajo control durante el 

proceso.17 Ejemp'los de estos métodos son la combustión y la piirólisis. u 

Métodos de síntesis a partir de fuentes biogénicas: en estos 

procesos las nanopartículas de HAp son obtenidas a partir de fuente de 

desechos óseos e i1ncluso exoesqueletos de organismos marinos (Fig.ura 2).17 

La. ventaj,a de estos métodos radica en que las na.nopartículas obtenidas por 

este método son más b:iocompatibl!es deb,ido a la gran similitud con la apatita 

ósea humana y que son de menor costo. 17 Como desventaja se puede 

mencionar que se obtienen nanopartículas de gran tamaño. 17 

-
'figura 2: Preparación d'e IHAp a partir de fuentes biogénicas. (Fuente~ Sadat et al., 2013).17 

Métodos de síntesis po·r electró,llisis: 

Esta metodología de sintes'is fue desarrollada pOI' el grupo de trabajo 

de la Dra. Mavis Montero en la Universi:dad de Costa Rica. 22• 23 Ell método 

consiste en la electróllisis de una soluci.ón homogénea y saturada de 

Ca2"'1EDTA/PQ43- mediante ell empl!eo una celda electmquímica simple con 

el:ectrodos concéntricos. rotatoriios de plati.no1;, con el fin de liberar al calcio 

quelatado con el EDT A, al degradar a este último y as1í permitir la uni.ón del 

calcio con el fosfato.22• 23 Los investigadores demostraron que ·en estas 

condiciones, la formación de HAp es independiente del tiempo de reacción 

para la formación de estas nanopartícu'las, 22· 23 y que la formación puede 

ocurliiir a un rango de pH de 4-13 y a un rango de densidad de corriente de 50-

260 mA cm-2.23 Este método es rápido y permite controlar el tamaño de 

partícula. Además,. los rendimientos son altos, e incluso permite la obtención 

de apatitas dopadas con cationes divalentes como Mg2+, Sr2+ y Ba2+.23 Cabe 
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destacar que las nanopartículas usadas en este estudio se sintetizaron 

mediante un método de electrólisis.22· 23 

Transfección mediada por HAe 

Existen numerosos reportes sobre la capacidad de la hidroxiapatita para 

interactuar con biomolécuilas como proteínas o ácidos nucleicos. 22· 24· 25 Esto 

ha generado muchos trabajos para caracterizar estas interacciones y ha 

llevado a que la hidrox,iapatita sea considerada un vehículo adecuado para 

estos tipos de biomoléculas y así generar aplicaciones en áreas de interés 

como terapia génica o nanofarmacología.13. 24. 25. 26, 32 

La transfección celular mediante el uso del vehículo génico HAp 

consiste en aprovechar la interacción entre este y ácidos nucleicos para 

transportar a estos ácidos nucleicos hacia el interior de células eucariotas. 27 

Esto con e'I fin de estudiar expresión génica por mencionar un ejemplo.27 De 

hecho, uno de los primeros métodos de transfecdón reportados consiste en la 

coprecipitación del ADN con fosfato de calcio. 13 Sin embargo, el precipitado 

obtenido por este método no es necesar1iamente cristalino.1º· 13 

En general, los métodos de transfección se pueden dasificar en tres grupos: 

1 . Biológicos: en esta categoría se encuentran los vectores virales, uno de 

los métodos más usados en investigación clínica, incluso se acuñó un 

término específico para este: transducción. 1º· 27 Este es un método 

eficiente deb:ido a la capacidad del virus de lograr una interacción muy 

específica con un tipo de célula y su maquinaria para incorporar el 

material genético al genoma del hospedero. 1º· 27 Sin embargo posee 

desventajas, como l1ímites para el tamaño del cargo o ácido nucleico, 

inmunog.enicidad, citotoxicidad, la mutagénesis post-inserción, 10· 27 

además de un posiible peligro biológico para el personal de laboratorio 

que lo utiliza. 10 

2. Químicos: estos son de los métodos más utilizados, siendo los 

primeros en utilizarse para introducir transgenes en cél'ulas de 
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mamíferos, además el límite en el: tamaño del cargo que se puede 

introducir es más variable. 10· 27 Dentro de estos se destaca la 

coprecipitación alcalina de ADN con Ca3(P04)2, método comercial en 

varias presentaciones. 1º· 27 Otros métodos basados en polímeros 

catiónicos, como Poliefüenimina (PEI'), tienen la ventaja de ser métodos 

sencillos de ej,ecución. 1º· 27 En términos generales, estas moléculas 

cargadas positivamente forman un complejo con el ácido nucleico, 

seguidamente este complejo positivo es atraído por la membrana y la 

atraviesa.27 Sin embargo, se desconoce cuál es e:I mecanismo exacto 

por el cua11 la atraviesa, pero existen reportes que indi:can que tiene 

relación con la endocitosis o fagocitosi,s. 27 

3. Físicos: dentro de esta categoría se destacan técnicas como la 

electroporación o la microinyección.27 En la primera se somete a las 

células a un cambio abrupto de volitaj,e para permeabilizar 

temporalmente la bicapa de fosiolípidos de la membrana y as1í introducir 

el ADN de interés. 27· 28 La otra técnica implica la inyección del ácido 

nucleico de interés directamente en el citoplasma o núcleo. 16· 27 En 

términos generales, esta técnica posee como ventaja principal que no 

requiere del: uso de un vector. 27· 23 Por otra parte, tiene la desventaja 

de requerir personal de laboratorio altamente capacitado para el uso de 

estos tipos de instrumentos. 10. 27 

Como se mencionó, existe una alta afinidad entre el ADN y HAp, la 

cual ha sido aprovechada para utilizar HAp en la purificación y separación de 

ADN, tanto de simple hebra senciHa (ss), como de doble hebra (ds). 29 Se ha 

propuesto que la interacción molecular entre HAp y e1I ADN se debe a un 

proceso simi1lar a una reacción de intercambio ióni:co, pero en var1ias etapas.29 

La primera etapa es endotérmica, y es la etapa predominante. 1º· 29 En esta se 

da una desolvatación y exclusión de iones asociados a las moléculas de ADN 

y la superficie de HAp, seguida de una etapa exotérmica en la que se da la 

unión de HAp y e'I ADN favorecida por interacciones electrostáticas entre el 
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Ca2+ del mineral con las cargas negativas de :los girupos fosfato presentes en 

el ADN.10· 29 Por último, el complejo HAp-ADN formado es solvatado e 

hidratado.10· 29 

Además de los factores mencionados previamente, otros parámetros 

influyen en la interacción entre HAp y el ADN. Dentro de estos factores está el 

pH, ya que un aumento en este provoca la desprotonación de los grnpos 

fosfato lo que a su vez implica un aumento de las interacciones 

electrostáUcas.10· 29 Asimismo la longitud del ADN es importante, ya que entre 

mayor sea la longitud de1I fragmento mayores puntos de unión posee .29 

Adicionalmente, otro factor relevante es el contenido de guanina y citosina en 

la secuencia de nucleótidos, ya que esto implica mayor estabilidad de la 

molécula de ADN de interés y con ello una mayor posibilidad de unión con las 

nanopartkul:as.29 Por ultimo, bajas temperaturas favorecen la afinidad' de 

unión del ADN de hebra simple. 29 

La transfección con hidroxiapatita se puede clasificar como un método 

de transfección químico, dentro de las metodologías que utilizan fosfato de 

calcio.1º· 30 En 1.ugar de realizar una co - precipitación del fosfato de calcio con 

el ADN, en este caso se mezcla la disolución de ADN con una suspensión de 

las partículas. 84 Esto ll'eva a la adsorción de los ácidos nucleicos sobre ta 

superficie de las partículas.84 La diferencia entre ambos métodos por ejemplo 

radica en la estructura cristalina del fosfato de calcio y la estructura del 

agregado, entre otros_ 10. 13, 31 

Cabe destacar que la conveniencia del uso de hidroxiapatita como un 

método de transfección no solo se debe a la interacción de HAp con e'I ADN, 

ya que también existen otros parámetros importantes. Dentro de estos está el 

tamaño de la partícul'a, el cual es de gran importancia, ya que si los materiales 

nanoparticulados se encuentran en tamaños comprendidos entre 5 y 300 nm, 

implica que las células pueden endoci.tarlos con mayor eficacia, lo cual se 

relaciona con un mejor rendimiento en la transfección. 32 

Asimismo, el tiempo de incubación del ADN con HAp juega un papel 

importante, ya que entre mayor sea este aumenta la posibi.lidad de agregación 
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de estos nanomateriales. 31 · 32 Lo cual afectaría la eficienci!a de transfección, ali 

ser difícil:es de endodtar por el aumento en el tamaño del material! a ser 

internalizado por los conglomerados formados. 32 

Otro factor importante, es el potencial Z, el cual es una medida de las 

cargas electrostáticas presentes en la superficie de parNculas. 10· 15• 20 Se ha 

establecido que cargas positivas en la superficie de estos nanomaterialies 

favorece la internalización; al darse un aumento de la actividad endocíti.ca, 1º· 
20 lo cual se le puede atribuir a que un potencial Z negativo está relacionado 

con un aumento en el tamaño de las nanopartículas y por ende en una menor 

internalización como ya se mencionó.2º 

Por último, el pH es otro factor relevante, debido a que la hidroxiapafüa 

es estable a diferentes valores de pH, esto dificulta la liberaoión del cargo o 

ácido nucleico una vez en el endosoma. 1º· 32 Por lo cual se ha propuesto 

modificar la estructura de HIAp con una incorporación de CQ32- en la estructura 

cristalina, esto con el' fin de hacer más solubles a las nanopartículas a pH 

bajos; similar al pH de los endosomas-lfaosomas (pH = 5). 1º· 112• 32• 33, 34 Para así 

mediante una acidificación del endosoma promover la liberación de este ácido 

nucleico al darse la lisis osmótica del endosoma y con ello una mejor eficiencia 

de transfección. 10
•
12

• 
32

• 
33

• 
34 

B.e1portes de~HAR Cc_omo método de transfec~ión 

Al existir diversos reportes del uso de HAp corno vehículo génico aquí se 

señalaran algunos ejemplos ilustrativos, con diferentes genes reporteros. Por 

ejemplo, la transfección de células endoteliales porcinas con nanopartículas 

modificadas con glucosa, con el fin de poder mejorar la captación celular de 

estas y además proteger el ADN de interés que se desea introducir; en donde 

el gen reportero de l'as células posirtivas fue la EGFP, es decir características 

deseadas para estos métodos de transfección.35 Otro ejempl:o es la 

transfección die células de médula ósea de ratones, detectando 1las células 

transfectadas mediante e11 gen /acz, y además de 11a observación del 

crecimiento óseo al teñirse de azul, con el fin de comparar a estas con 
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ceirám·cas die fosfato de calcio y asi1 deteirrn inar con cuá l de estos materiales 

se promueven transfecciones más altas y reprod uc·bl'es.36 

También,, destacar el trabajo realizado por el Dr. Daniel Chacón y el, Dr. 

Alfonso García, en el cual se investigó la posibilidad de utiilizar nanoparticulas 

de hidroxiapatita (HIAp) como vehículo giérni:co. 22 Se probaron nanopaliícultas 

de HAp sintetizadas mediante un método de electrólisis a distinto1s valores de 

pH: 4.96, 7.53,. 9.16, 91.22 y 9.44,22 con el fin de evaluar la eficiencia de 

transf'ección con estas nanopa.rtículas. Se obtuvo el mejor rendimiento de 

transfección con las 11a11oparticulas s1n1etiizadas a pH=9.22: un 20% de células 

po1siti1vas.22 Estas HAp contenían 5,3% de carbonato , un potencial Z de -27,9 

mV y un tamaño de partícu la promedio de 459 nm .. 22 Esto se probó en tres 

linajes celulares: HEK 293T (liinaje inmortal derivado de células renales 

embrionar"as. humanas), HeLa (linaje inmo.rtal de. origen humano derivado die 

un cardnoma cervical) y Raw 264.7 (linaje de macrófagos murinos).22 En este 

trabajo se utilizó la proteína verde fluorescente· GFP como gen re,portero. 22 

En este mismo trabajo, los autores log1raron determinar que llas !líneas 

celullares HEK 293T, que presentan rendimientos aceptabl:es de tiransfección 

(fgurn 3A), también exhibían alteraci:Ones eri el flujo autofágico cuando se 

incubaron con estas nanopa1rtículas; y que el cn..1mento del flujo fue más 

pronunciado al utilizar nanopartículas de HAp dopadas con europio (HAp-Eu) 

que con HIAp sin dopar 10 En cuanto a las céllulas Hela (figura 3B) en general 

se obtuvieron rendimientos bajos de transfección. Sin embargo, de igua'I forma 

que con el linaje cel1.Jliar HEK 2931, se observaron alteraciones en el flu~o 

autofágtco, el cual tiende aurne.ntar al contacto con ambos tipos de 

nanopartícul'as. 10 
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Figura 3: Rendimiento de tra.11sfecti611 con nanopartículas de hidrox:iapatita: (HAp) y dopada 

con europio bivalente (HAp-Eu} en células HEK 29~T (A) y HelLa (B). las barras de error 

rep¡;;es:entan la desviación estándar 'l las banas rojas. representan la media del tratamien1o 

líespeciivo. (Fuente: Chacón, 2019)1. rn 

Además, se determinó que la eficiencia de 1intemalizaci:ó!J1 del cargo de 

HAp~ADN por parte de llas células en estudio es muy var1able.10 Sin embargo, 

no se deteITTlinó cuantas células positivas internaHzan hrdroxiapatita asociada 

con A[)N, ni cuánto de est:e complejo se intemalizó.1º 

Autofagia 

EJ concepto de a.utofagia como un proceso bioq¡uímico, fue propuesto 

por primera vez por Christian Duve en 1963 como un mecanismo celufar de 

eliminación de material. mediado por li,sosomas.39 Este proceso celular 

catabólico permite el reciclaje de material de desecho dentro de lla célula; 

desde biomolécu'las, oomo agregados de1 proteinas. {agrefagia) hasta 

organelas dañadas como mitocondrias (mitofagüa). peroxisomas (pemxifa,g¡a) 

e incluso agentes patógenos intracelulares (xenofagia). 37. sa. 39. 40, 62 

La digestión mediada por lisosomas es de· gran importancra para ,la 

supervivencia celular. 37· 38· 39· 40 Debido a que· 11a autofag1a basa 1I normaJ 

mantiene 11a homeostasis celular; evitando la acumulación de organelas, 

dañadas y de agregados die biomo~éculas, lo cual puede tener un efecto 
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citotóxico y podría contribuir en la aparición de ciertas patolog:ías como cáncer 

o enfermedades neurodegenerativas, entre otras. 62 

Las vías de autofagia están implicadas en procesos como la muerte 

celular programada y en la respuesta al estrés oxidativo . 37• 38· 39• 40 Además, 

esta vía está relacionada con la vía degradativa, una de las rutas de tráfico 

intracelular que está asociada con la endocitosis (v:ía por la cual ingresan estos 

nanomateriales) y exocitosis. 1º· 41 

Cabe destacar, que el termino flujo autofágico hace referencia al nivel 

de actividad de degradación a través de la ruta de autofagia.42 Para medir ell 

nivel de flujo autofágico se pueden utilizar técnicas como Western Blot, 

también se puede estudiar la autofagia mediante técnicas como microscopía 

electrónica o microscopía de fluorescencia, al anali1zar ta presencia de 

autofagosomas, ya sea de manera· directa o indirecta.10· 42 Por ejemplo se 

puede utilizar el marcador de autofagia más común; la proteína asociada a 

microtúbulos cadena ligera 18 3 (LC3~11), la cual~ está presente en la membrana 

del fagóforo. 1º· 42• 43
• 45 Esta proteína tiende a ser se 1lectivamente degradada 

vía autofagia, por lo cual medir el nivel: del marcador autofagosomal LC3-ll 

refl:eja la actividad autofágica presente.45• 70 

Existen tres tipos principales de autofagia: macro-autofagiia, micro­

autofagia y 11a autofagia mediada por chaperonas (CMA, por las siglas en inglés 

de chaperone mediated autophagy).39 Todas promueven la degradación del 

material de desecho, siendo la macro autofagia la más estudiada.39 

Debido a que la macro autofagia es las más conoci:da, porilo general en 

la literatura se refieren a esta como autofagia. 39 La autofagia involucra tres 

fases: en primera instancia la captura , en la que una porción del citosol en 

conjunto con las macromoléculas presentes como proteínas, organelas e 

incluso iones es delimitada por una membrana, formando una vesícula 

conocida como fagóforo, que después de su elongación se cierra dando lugar 

a la formación de una vesícula de doble membrana denominada 

autofagosoma. 1º· 37· 38· 39 La segunda fase se conoce como la fase de 

20 



degradación, e imp'lica la formación de vacuolas especializadas !llamadas 

arnfisomas, es decir la unión entre autofag,osomas y endosomas que 

posteriiormente se fusionan con los llisosomas, los cua'les aportan enz·imas 

hidrol'íticas ácidas, para la degradación de,I contenido de esta nueva vacuola 

denominada autofagolisosoma.10· 37· 38· 39 Por su parte la tercera fase implica 

que· llas nuevas moléculas producto de la degradación, como aminoáci,dos y 

péptidos, sean transportados hacia ·el cirtoplasma pmporcionando la energía 

necesaria y los elemenfos bás1icos para 11a construcción de nuevos 

componentes ce'lulares. 10. 37. 38. 39. 10 

' [ ---- ' - • . ~·"'· _, 

-

=[ 

-
Figura 4: Proceso· ge11eral de autofagra. (Fuente: Yun et al. , 2020).39 

El n,ivel de ttujo autofágico es fegul'ado, lo cual puede resultar tanto en 

una inducción como en una represión del proceso.43 Se ha reportado que el 

flujo autofágico puede ser acelerado por la presencia de nanomateriales. 1º· 37· 

38• 39· 4º· 44 Esto podría estar asociado con la toxicidad del material, o con daños 

que pueden ocasionar en la célula; como por ej,emplo a través de provocar 

estrés oxidativo o inflamación. 10· 37· 38· 39" 4o, 44 Se ha planteado que 11os 

rnanomateriales pueden influir en la autofagia mediante dos mecanismos; el! 
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primero tierne que ver con el estrés oxidativo como ya se mencionó, que 

ocasiona ox1idadón de componentes ce'lulares y por ende la necesi:dadl de 

eliminar y reciclar el material celular dañado, y el segundo está relacionado 

con la aliteración de la vías de señalización por parte de estos nanomateriales 

o con 11a alteración de expresión de ciertos genes (ATG) y/o proteínas que 

forman parte esencia1I de esta via. 1º· 43 

El flujo autofágico también puede aumentar para degradar lo que es 

extraño a la célu l!a, como bacterias u otros patógenos.43 De hecho, existen 

reportes de células incubadias con estos nanomateriales,. en donde dichos 

materiales están presentes en los autofagosomas; lo cual indica que esta ruta 

puede ser utilizada para degradar a estos nanomateriales.43· 44 

Asimi1smo, se reporta que la vía autofágica es la ruta intracelular 

primaria por la q1ue trafican las nanopartículas con cargas positivas, como 

dendrímeros, poliplexos y nanopartículas de oro, de síli:ce e incluso de óxidos 

de hi,erro.44 Sin embargo no llay evidencia detallada sobre otros tipos de 

nanopartículas, como hidroxiapatita.1º· 44 En general se ha establecido qu:e las 

cél1ulas reconocen a las nanopartículas mediante las proteínas séricas 

adsorbidas sobre su superficie o en ausencia de estas; al reconocer 

intrínsecamente a estos nano materiales (su disposición química). 1º· 44 

Se debe indicar que la autofagia no solo se ve alterada por la exposición 

a estos tipos de xenobióticos, sino que también se puede inducir en 

condiciones de privación de nutrientes, e incluso en condiciones de hipoxia.39 

Estímu:l:os e inhibidores del filluio autofág,ico 

Se han identificado diversos fármacos que pueden influenciar el flujo 

autofágico (cuadro 1).46· 47· 48· 49 En este contexto , es importante resaltar que el 

flujo autofágico siempre está activo en la céllula, y que estos reguladores 

modulan su nivel de actividad.10,46, 47,48,49 
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Cuadro 1: Sustancias conocidas que influyen el flujo la autofágico. 

(Adaptado de:. Rubinsztein et al., Potential therapeutic applications of autophagy, 2007; 

Traducción personal). 49 

Sustancia Objetivo Efecto 
Rapamicina Inductor 

mTOR: proteína quinasa de 
serina/treonina 

Torin-2 mTOR: proteína quinasa de 1lnductor 
serina/treonina 

Utio, sodio, valproato, Enzimas que finalmente reducen los Inductor 
canbamazepina niveles de inositol - 1,4,5~trifosfato, 

como la inositol monofosfatasa 
Tamoxifeno Bedin A Inductor 

3-metiladenina Fosfotidilinositol-3-quinasa de clase lnhibidor 
111 

Wortmaninna FosfoUdilinositolc-3-quinasa de clase lnhibidor 
111 

Bafilomicin A 1 ATPasa-vacuolar lnhibidor 
Cl'oroquina pH lisosomal lnhibidor 

Hidroxicloroquina pH lisosomal lnhibid!or 

A continuación, se discutirá el mecanismo de acción de la rapamicina, 

torin-2 y wortmannina (figura 5). 

Rapamicina Torin-2 Wortmannina 

Figura 5: Estructura de los reguladores del flujo autofágico utlizados en este trabajo. 

(Adaptado de: Yoo et al., 2016;77 Liu et al., 2011 ;55 Yaguchi et al., 2006.61 ) 

La rnpamicina inhibe la actiividad de la proteína quinasa de 

serina/treonina denominada mTOR (siglas en inglés de 

mammalian Target of Rapamycin), la cual está formada por dos complejos d!e 

señal1ización, es decír mTORC1 y mTORC2, que regulan procesos celulares 
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relacionados con el crecimiento celular, motilidad cel1ular, síntesis de proteínas, 

traducción, e inhibe la autofagia. 5º· 51 · 52· 53 Los procesos regulados por mTOR 

tienen una alta demanda energética, y por lo tanto la conexión con autofagia 

permite mantener la homeostasis celular adecuada. 5º· 51 · 52· 53· 63 Al activarse 

estos procesos se suprime l'a actividad de rnTOR y se observa un aumento del 

flujo autofágico, para así mantener estable todo e1I sistema celular. 5º· 51 · 52· 53 

Caso contrario, en abundancia de nutrientes, se activará mTOR y suprimirá la 

autofagia. 53 

Sin embargo, los mecanismos moleculares de 11a función anti-autofágica 

de mTOR no se han dilucidado por completo.49· 52. 53 Se ha establecido que en 

mamíferos mTOR está asociado con un ULK1 (Homologo de ATG1 presente 

en l'evaduras), ATG13 y FIP200, y que este complejo es necesario para 

generar una respuesta autofágica. 49. 52, 53 

De forma más específica,. en condi.ciones ricas en nutrientes, el 

comp!lejo ULK1-ATG1'. 3-F'IP200 se une a uno de l'os compl'ejos de señalización 

de mTOR, es decir mTORC1, lo anterior a través de la interacción entre lJLK1 

y raptor, la proteí1na reguladora asodada a mTORC1. 53 El complejo mTORC1 

fosforila ULK1 y ATG13 (figuras 4 y 6) para así inhibir la maduración del 

autofagosoma y la conversión de endosomas en lisosomas. 39· 49· 53· 63 De esta 

manera, actúa como un control tanto en las etapas tempranas como tardías 

de lla autofagia.63 
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Figura. 6: Diagrama de la modulación de 11·a autofagia, regu'lada por el objetivo mamífero de 

rapamicina (mTOR); específicamente el complej,o mTORC1 mediante la acción de 

tosfatidil inositol (Ptd:l'ns)-3-quinasa (Pl3KC3). (Fuente: Rubinsztein et al., 2007).49 

En cuanto a la interacción de rapamicina con mTOR, se ha establecido 

que la rapamicina con su receptor FKBP12' se une directamente a mTORC1 

(figura 7) e inhibe al'ostéricamente su activi:dad quinasa, es decir altera su 

función imitando así los efectos de 1privación de nutrrienrtes.49· 511
• 64 No obstante, 

es importante mencionar que los sustratos de unión al siti.o catalítico de 

mTORC1 incluyen a la proteína e'llF4E1 y a las quinasas r:ibosomales (S6K), 

las cuales controlan el inicio y elongación de la traducción.82· 83 

Fi:gul'.a 7: Estructura del inhibidor de mTOR; rapamicina (A) e interación entre rapamicina y 

mTOR {B). (Fuente: Hartford et al. , 2007; Uu y Sabatini, 2020). s2. 63 
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Al igual que la rapamicina, la torin-2 (figura 5) es un inhibidor de 

mTOR.54· 55· 56 Torin-2 suprime específicamente la activación de la cascada de 

señalización de Pl3KC1 / Akt /mTOR (figura 4 ); la cual es una vía reg.uladora 

clave que controla procesos como el crecimiento cellular, el metabolismo, 

apoptosis, la supervivencia celular y la autofagia. 39· 54• 55· 56 La activación de 

esta ruta requiere la fosforilacion de Akt , lo cual lleva a l1a activación de 

mTORC1 y por ende la represión de autofag ia.54· 56 Al bloquear la fosforilación 

de todos .los sustratos de1I complejo mTORC1 de manera eficiente, torin-2 es 

considerado un inductor de autofagia mucho más fuerte que rapamidna. 55· 64 

Cabe recalcar que torin-2 es un inhibidor competitivo de mTOR que 

muestra una al:ta selectividad por esta enzima. 49· 54· 63· 64· 65 Este compuesto no 

solo inhibe el complejo que modula la autofagia mTORC1, sino que también 

inhibe el complejo mTORC2 para evi1tar la reactivación de Al<t (figura 6).49· 54· 
63· 64· 65 Lo anterior permi,te mantener una inducción de la autofagia mayor en 

comparación con otros inhibidores de mTOR.54• 63, 64 

Por último, la wortmannina (figura 5) inhibe la enzima fosfatidil-inositol-

3-quinasa de clase l'l'I o Pl3KC3 por sus sigl1as en inglés, la cual es necesaria 

para la regulación de diversos procesos celulares. 53· 57· 58· 59 Uno de estos 

procesos es la autofagiia.53· 57· 58· 59 La wortmannina se une covalentemente a 

P1:3K, y esta unión es irreversible (figura 8). 53· 57. 60 

La inhibición de la P13K efectuada por la wortmannina bloquea la 

producción de fosfatidilinositol 3-fosfato (Pl3P) en la superficie luminal del 

fagóforo. 39· 53 Este es un proceso necesario para dar inicio a la autofagia, ya 

que permite la nucleación y expansión del· fagóforo.39· 53 No obstante, el papel 

exacto de Pl3P en la autofagia no es claro aún. 49 
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Figura 8: Estructura de rayos X de la interación entre Wortmanina y el sitio activo de 

Pl3KC3, en (B) las interacciones de hidrógeno estan repesentada por lineas punteadas 

rojas. (Fuente: Walker et al. , 2000).so 
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Justificación 

La introducción de material genético en una célula es de gran interés 

por su aplicación en investigación, terapia génica y en el desarroUo de 

vacunas, como por ejemplo las que están basadas en introducir el ARNm que 

codifica para un antígeno de un virus de interés .. N'o obstante, a pesar de existir 

diversos métodos para dicho fin, como los vectores virales, cada vez se hace 

necesario buscar métodos más inocuos, eficaces y, además, poder 

comprender más afondo el funcionamiento de estos, para así obtener 

procesos aún más eficientes y mejor control de estas técnicas. 

Las nanopartículas hidmxiapatita son un vehículo génico viable para 

supl1ir dicha necesidad, debido a sus diferentes propiedades de toxicidad baja, 

de ser un materia1I biocompatible y su capacidad de poder transportar 

biomoléculas como ácidos nucleicos y proteínas. Debido a lo anterior, ya 

existen diversos reportes del uso de estos nanomateriales como vehkulo de 

transfección celular, e incluso se reporta que estos nanomateriales poseen 

efecto sobre el flujo autofágico, el cual es vital para la supervivencia celular. 

No obstante, la falta de comprensión sobre el funcionamiento detallado 

de estos vehículos, es decir, de cómo son internalizados por la célula, de qué 

modo interactúan con esta y como una vez dentro de qué forma se da la 

entrega del cargo, ha limitado el uso de estos prometedores vehículos génicos. 

De hecho esta relación reportada entre estos materiales con el flujo autofágiico 

tampoco ha sido estudiada en detalle. 

Por esta razón, es de gran importancia poder comprender estas 

incógniitas de cómo son internalizados estos tipos de materiales y cómo es 

entregado el cargo una vez que estos estén dentro y su relación con la 

autofagia; y así poder utilizar a este prometedor vehícu!lo génico de 1la mejor 

forma posible en múltiplles apl1icaciones relacionadas con estas metodolog,ías, 

como la ya mencionada terapia génica o en el área de la nanofarmacología de 

gran ,interés comercial. 

28 



Hipótesis 

,La alteración del flujo autofágico por medio de la modulación con 

diferentes reguladores químicos puede influenciar la eficiencia de diferentes 

métodos de transfección en varios !linajes celulares. 

Objetivos 

General 

Determinar la influenoia del flujo autofágico sobre la efioiencia de 

transfección en varios linajes celulares, y utilizando diferentes métodos de 

transfección. 

Específicos 

• Comprobar la internalización del complejo ADN-hidroxiapatita en dos 

:linajes celiulares. 

• Cuantificar la eficiencia de transfección en al menos dos líneas 

oelulares, en presencia de sustancias actiivadoras o inhibidoras del flujo 

autofágico. 

• Determinar si la relación entre flujo autofágico y eficiencia de 

transfección depende del vehículo de transfección utilizado. 
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Materiales y 1métodos 

Citometría de flujo 

La eficiencia de transfección se cuantificó con el citómetro de flujo de 

marca Guava easyCite Mini, con un láser de 488nm y con capacidad de 

detectar fluorescencia verde (525 nm), amarilla (583 nm) y roja (690 nm). 

Para establecer el porcentaje de células positivas se empleó un control 

negativo, eli cual corresponde a células sin el plásmido en el caso de la 

transfecciones en presencia o ausencia de reguladores del flujo autofágico; 

con este control se definió la intensidad de fluorescencia que divide las células 

sin transfectar de las de interés (bajo un marcador establecido). Ademá1s, este 

control se ufüizó para elegir a la poblaci.ón celu1lar de interés basado en los 

resultados obtenidos en el diagrama. de dispersión tanto frontal como lateral 

(dot plot). Por otra parte, cuando se realizaban la cuantificación respectiva; 

se procuraba adquirir 1 O mil eventos por cada condición medida , no obstante 

en ocasiones se obtuvieron alrededor de 2 mil eventos. Los resultados se 

expresan como el porcentaje de células que son positivas para el marcador en 

las condiciones experimentales. 

Es importante destacar que para los ensayos de intemalización del 

complejo ADN-HAp, el control negativo corresponde a células con ADN y 

nanopartíoulas pero sin marcar. 

Células 

Los linajes celulares usados son HEK 293 T (ATTCC CRL-3216), un 

linaje inmortal procedente de células de riñón embrionario humano y las 

células HeLa (ATTCC CCL-2), un linaje inmortal de origen humano procedente 

de un carcinoma oervica1.1s. 32 
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Materiales para las transfecciones 

El plásmido usado en las transfecciones fue el pCMV6~AC-GFP 

PrecisionShuttle mammalian vector with e-terminal tGFP tag, de la casa 

comercial Origene. El plásmido codifica para la proteína verde fluorescente 

bajo control del promotor de citomegalovirus (CMV). En todas las 

transfecciones se utilizó el ADN 1 µg/uL, 1independientemente del método 

usado. 

Los controles positivos utilizados son: Kit de transfección por 

coprecipitación con fosfato de calcio (Sigma Al'drich, Número de Catálogo: 

CAPHOS) y Polietilenimina (PEI) liineal, peso molecular 25 000 Grado 

Transfección (Polysciences, lnc: Pensilvania, USA. Número de Catálogo: 

23966-1 )10 , los cuales se utilizaron según las instrucciones de los fabricantes. 

Para el método de transfección con nanopartículas de hidroxiapatita se 

usó el método establecido en un trabajo previo (ver referencia 10). Estas 

nanopartículas de hidroxiapatita fueron sintetizadas por el grupo de la Dra. 

Mavis Montero del Centro de Investigaciones en Electroquímica y Energía 

Química (CELEQ) de la Unirversidad de Costa Rica. 10 Las nanopartículas se 

suspendieron en una solución salina con buffer de fosfato (PBS) 1 X a una 

concentración de 1 mg/ml y antes de utilizarse se agitaron en un baño de 

ultrasonido entre 1 O y 15 min, luego se agitaron en el1 vortex debido a la 

sedimentación que se puede generar de la suspensión.10 La suspensión de 

trabajo de hidroxiapatita de 100 µg/ml se preparó a partir de una dilución 1/1 O 

de 1la suspensión inicial de nanopartículas, que estaba a una concentración 1 

mg/ml. 
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Método de cultivo celular 

Tanto las células Hela como Hek 293 T fueron cultivadas en el medio 

OMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), suplementado con suero fetal 

bovino (PBS) al 1!0°/o y los antibióticos estreptomicina-penici1lina al 1%. Este 

es un medio de alta concentración de glucosa (0,02moVL), y L-glutamina al 

2%. 

Los pasajes de las células en botellas de cultivo de 25 cm2 se realizaron 

tres veces por semana, por lo general una di'lución de células de 1 :3 o 1 :1 O en 

un volumen total de 5 ml. Para ambos l.inajes celulares, las células se 

separaron del frasco utilizando tripsina (Gibco~Thermo Fischer Scientific, 

número de catálogo: 25300062, Tryps i1n-EDTA 0 .05%, rojo fenoll). En 

general, en cada pasaje se sembraron entre 11x106 y 2x1106 de células por 

botella. Para determinar el número de células y con ello la viabilidad, se utilizó 

una cámara de Neubaiuer y la tiinción con azul tripán, el cual tiñe las células 

muertas .. 

Determinación de la eficiencia de transfección en presencia de estímulos 

e inhibidores del flujo autofágico 

Los linajes celulares HeLa y HEK 293 T se transfectaron utilizando tres 

vehículos génicos: coprecipi.tación del A[)N con fosfato de calcio, 

polietiilenimina e hidroxiapatita , todos bajo condlidones del método estándar 

como en presenci'.a de inhibidores y estímulos del flujo de autofagia ce'lular. 

Estos expenimentos se realiizaron por duplicado al menos en tres días distintos. 
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Cuadro lil. Concentraciones de los estímulos e inhibidor del flujo 

autofágico usados para las transfecciones con los vehículos génicos: 

Ca3(PQ4)2, PEI y HAp. 

Sustancia Concentración utilizada Efecto sobre el flujo autofágico 

Torin~2 0.76 µM Estimulo 

Rapamicina 0.75 µM Estimulo 

Wortmaninna 80 nMI l!nhibidor 

Para realizar la transfeoción, se cambió el medio de cultivo de las 

céllulas por 5 mL de DMEM supl!ementado con FBS 10% y penicilina­

estreptomicina al 1 %, dos horas antes del inicio de la transfección. Pasado 

este tiempo de incubación, las células se separaron como se describió 

anteriormente en la sección de método de cultivo celular, se centrifugan y se 

cambia el medio que tenían por el medio en presencia de los inhibidores o 

estímulos, el cual es preparado al añadir las sustancias reguladoras del flujo 

autofágico en este medio en las concentraciones indicadas en el cuadro 11 y 

luego se transfiri1eron a una placa de 24 pocillos. 

La concentración de células se determinó mediante un conteo con una 

cámara de Neubauer y la tinoión oon a~ul tripán , y se sembraron 4,5x105 

células vivas por pocillo, en un volumen total de 500 uL. Este procedimiento 

se siguió independientemente del método de transfección uti'lizado. 

En el caso de la transfección control por coprecipitación con Ca3(PQ3)2,. 

se preparó la mezcla de transfección, combinando en un eppendorf 1,30 µL 

de ADN (1 µg/µL) con 12,25 µL de agua (grado biol'ogía molecular) y 1,50 µL 

de CaCl,z (2,5 M), este último se añadió lentamente. En un segundo eppendorf 

se añadió 15 µL del buffer salino de HEPES (HEBS 2X), y este se bu~bujea 

con la micropipeta entre 8 y 1 O veces. Luego se añade la: mezcla anterior 

lentamente a este tubo que contiene el: HE·BS y se burbujea de nuevo, se 

mezcla 2-4 segundos con vórtex y se incubó 20 min a temperatura ambiente 

previo a su uso. Inmediatamente pasado este periodo de incubación esta 
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nueva mezcla en Sl!.J tota.lidad fue d11stribuida en los pocillos respectivos; 

agitándose suavemente. 

Con el método de PEI,, la mezda de transfección se preparó 

combinando 100 µl de medio (DMEM) sin suplementar, con 1,00 ¡.¡L de· ADN 

{1 µg/ 1µL) y 1,40 µL PEI (1 mglml), luego se mezcló 2-4! seg1i.mdos con vórtex 

y s.e incubó 20 min a temperatura ambiente. lnmedi'ata.me11te pasado este 

periodo de incubación se añade 98 µL de medio (DMEM) sin suplementar y 

esta mezcla en su totalidad fue distribuida en los pocillos respectivos. 

En el caso de la tra11nsteoción con hidroxiapatita, se preparó la mezcla 

de transfecciólíl, combLnando 1,30 µL die ADN con 1000 µl de la suspensión 

de nanopartículas de concentración 100 J,Jg/mL, se mezcló 2-4 seguITTdos con 

vórtex. y se incubó 20 min a temperatura ambiente previo a su uso. luego la 

mezcla en S!U totalidad fue distri'bl!Jida en los pocillos respectivos. Para las 

transfecdones en pliesencia de los estímulos y el ính ibidor del flujo de 

a1Utofa9ia, las sustancias reguladoras del flujo autofágiico indicadas en el 

cuadm 11, se añadieron a la solución salina con buffer de fosfato (PBS 1 x) 

utilizada, para preparar la suspensión de trabajo de nanopartículas de 

co11centrnción 100 µgi/ml, indicadlo en la sección de materiailes para las 

transfecciones. 

Independientemente de·I método de transfección l!Jtiliza.do, luego de 

añadir 11as mezclas de tralílsfección a !os respectirvos pocillos, se incubaron las 

célu las por 16-18 h a 37"C y a S % de C02 con atmósfera hiJmeda .. Pasado 

este tiempo de incubación, independientemente del método de transfección , 

se cambió el medio de las células por 750 µL de medio DMEM fresco 

suplementado con FBS 10% y antibióticos, y se continuó con la incubación de 

las céll!Jlas por 40-48 ha 37 9 C y a 5 %, de C02 oon atmósfera húmeda . 

F.inalme11te, luego de esta segunda incubaci611,, lais células fueron 

separadas de la placa. de cultivo con tripsina1 y transferidas a los respectivos 

tubos de citometría, para su posterior a11alísis en el citómetro die flujo, de 

acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. 
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Detel'lminac1iólíl de la ilíltemalización de!ll complejo, ADN~HAp 

Para cuantificar l1a iriternalización del1 complejo ADN-hidroxiapatita, se 

realiz.aron al menos 3 vece·s estos experimentos cada condici,ón se montó por 

dup~icado . Se sembraron las células de los dos linaJes de 1interés ya 

mencionados. en una placa de 24 pocillos un día previo al proceso de 

transfecci:ón (2x105' células poli pocil'l,o en un volumen total de 500 uL). La 

concentración de células se determinó mediante un conteo con una cámara 

de Neubauer y la fü1oíó11 con azul de tripán y se incubaron por 24 horas a 37°C 

y 5 % de C02 con atmósfera húmeda. 

Al día siguiente, se incubaron las muestras celulares ya mencionadas, 

con 1000 ul de la suspensión de hidroxiapatita (100 µg/ml) y 1 uL die ADN 

(pCMV6-AC-GFP) a una concentración 1 f,Jg/ul , maill'cado con 1 uL del agente 

1intercalante yoduro de proptdi:o (PI) 1 µ,gvuL, por 20 minutos a 4ºC o en 

ausencia de uno o más de estos componentes. 

Para estos experimentos se urtiliz:aron las siguientes condiciones: 

céllulas sin ningiún tratamiento, células incubadas solamente con PI,, células 

incubadas solamente con narnopartículas, célu1las incubadas solamente con 

las nanoparHcul.as y Pil, pero sin ADN, células incubadas con el ADN marcado 

pero sin las na.noparticulas y por último, cé'lulas incubadas con el complejo de 

hidroxiapatita y ADN pero sin marcar con el PI; estas últimas se· utilizaron como 

el control negativo con el que se estableció la intensidad de flluorescencia ql!Je 

divide las célul1as sin marcar de las células marcadas. Las diferentes mezclas 

de ADN, P:I y HAp o en ausencia de 1.mo o más de estos compo11e11tes, se 

trataron en las mismas condioíones que los reactivos de transfección, como se 

resume anteriormente·. 

Luego de la. incubación de 20 minutos a 4 ºC las oéllulas inmedli1atamente 

se incubairon por 4h a 37ºC y 5 % de C02 con atmósfera húmeda. 

Pasado este tiempo de incubación las céllulas fueron colectadas como 

se describió anteriormernte para su posterior análisis en el citómetro de flujo. 



Resultados 

1. Efecto de moduladores del flujo autofágko sobre la eficiencia de 

transfección en el linaje celular Hela. 

En la figura 9, se resumen los resul,tados obtenidos al transfectali células 

Hela con un plásmido que codifica para 1la Proteína Verde Fluorescente (GFP) 

utilizando distintos métodos de transfección, en presencia de estimulantes 

(rapamicina y torin-2), o inhibidores del flujo autofágico (wortmannina). 

Al comparar el porcentaje de células transfectadas en las diferentes 

condiciones, se observó un aumento significativo para l'as células 

transfectadas con el método de fosfato de calcio en presencia del estímulo del 

f lujo autofágico torin-2 (3,8%, en comparación con 0,5% para las células 

control), es decir un 1incremento de 7,6 veces. De igual manera con este mismo 

método, se observó una diferencia significativa entre la transfección realizada 

en presencia de torin-2 (3,8%) comparada con la transfección en presenda de 

wortmannina (0,2%), inhibidor del fluj.o autofágico. 

En términos generales, se observó una tendencia hacia una mayor 

eficiencia de transfección en presencia de estímulos del flujo autofágico; al 

comparar con las células transfectadas en presencia del inhibidor o en 

ausencia de reguladores del flujo . Esta tendencia se mantiene para l1os tres 

métodos de transfección utilizados, especialmente los que utilizan fosfato de 

calcio. Además, solo con HAp la transfección en pliesencia de un inhibidoli 

genero una eficiencia mayor en comparación con el control positivo respectivo. 
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Figura 9: Porcentaje de células Heta transfectadas utilizando fosfato de calcio (A), 

polietilenimina (PEI, 18) o nanopartícul:as de hidroxiapatita (!HAp, C), según el tratamiento: 

vehículo de transfección; sólo (control), o en presencia del inlilibidor (wortmaninna, 80 nM) o 

estímulos del flujo autofágico (rapamicina, 0.75 !JM ytorin-2, 0.76 µM). El punto rojo representa 

la media del tratamiento, y las barras de error simbolizan el error estándar obtenido con 3 

réplicas. Los símbolos* y• identifican efectos que muestran diferencias significativas, p < 0.05. 
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En cuanto a las tranfecciones realizadas en presencia del inhibidor del 

flujo autofágico wortmaninna, se observan eficiencias de transfección menores 

en comparación con 11as transfecciones realizadas en presencia de estímulos 

del flujo autofá9ico. En el caso de los métodos de transfección con Ca3(P04)2 

y PEI, las eficiencias fueron menores que el método estándar respectivo, es 

decir sin regulladores del flujo autofágico. 

Por otro lado, se compararon los rendimientos entre métodos de 

transfección para células que recibieron el mismo tratamiento. En el caso del 

método de hidroxiapatita, se observó un mayor porcentaje de célul1as 

transfectadas que para el método de PEI cuando se usó torin~2 (3,2% para 

Hap vs_ 1,8% para PEI) o rapamicina (2, 1 % HAp vs 0,9% para PEI). Asimismo,. 

en presencia del inhibidor wortmannina también se observó una tendencia a 

una mejor eficiencia de transfección con respecto al método de PEI bajo la 

misma condición (0,9% HAp vs 0,6% para PEI). 

En ·e·I caso de la transfección utilizando fosfato de calcio, se obtuvo una 

mayor efi:ciencia de transfección en presenciia de los activadores del flujo 

autofágico torin-2 (3,8%) o rapamicina (1,7%) comparado con el método de 

PEI en l1as mismas condiciones (1,8% y 0,9%,. respectivamente). Esto 

ooncuerda con lo observado para HAp; dicho de otra manera los niveles de 

inducción en estos incrementos en la eficiencia de transfección con el método 

de coprecipitación de fosfato de calcio son similares al del método de 

hidroxiapatita. No obstante, al inhibir el flujo autofágico con wortmannina, no 

se observó este efecto (0,2% para Ca3(pQ4)2 vs. 0,6% para PEI). 

Por último, al comparar los efectos en transfecciones utilizando HAp ó 

Ca3(PQ4)2, se determinó que l'os resultados obtenidos con ambos vehículos 

son similares entre sí. Claramente, se observa una tendencia hacia mejores 

rendimientos de transfección en presencia de estímulos del flujo autofágico. 
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2. :Efecto de moduladores del flujo autofágico sobre la eficiencia de 

transfección en el linaje celular HEK 293 T. 

En la figura 1 O se resumen :los resultados obtenidos al transfectar 

células Hek 293 i con un plásmi.do que codifica para la proteína verde 

fluorescente utilizando distintos métodos de transfección, en presencia de 

estimulantes (rapamicina y torin-2), o inhibidores del flujo autofágico 

(wortmannina). 

En este caso no se observaron diferencias significativas al comparar el 

porcentaje de transfección obtenido con los diferentes tratamientos; de otra 

manera los reguladores del flujo autofágico parecen que no poseen efecto 

alguno con este linaje celular en nuestro esquema experimental 

!No obstante,. para los métodos de PEI y HAp se observa una ten~foncia 

inversa con respecto al efecto observado para las célu'las HeLa. Al comparar 

el porcentaje de célul1as transfectadas en las diferentes condiciones 

(reguladores del1 flujo), se obtuvo una mayor eficiencia de transfección con el 

inhibidor wortmannina (1,8 para PEI y 0,7% para HAp) que con torin-2 (PEI: 

1,3%, HAp: 0,0 %) o rapamicina (PEI: 1,3%, HAP: 0,3%); dicho de otra forma 

en términos generales no se observó un incremento en la eficiencia d'e 

transfección con los activadores del1 flujo autofágico y además con el método 

de PEI se obtuvieron mejores rendimientos para este linaje celular que con las 

células HeLa. 

Por otro lado, se debe destacar que en el caso de la transfección con 

fosfato de calcio no se observó una tendencia definida. A pesar de lo anterior, 

con el método de fosfato de calcio es con el que se obtiene las eficienoias de 

transfección más altas en comparación con los otros dos métodos; (PEI y HAp, 

este último con 'los rendimientos de transfección más bajos) e 

independientemente de si fue en presenoia o en ausencia de los reguladores 

del flujo autofágico. 
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tratamiento y las barras de error simbolizan el error estándar obtenido con 3 réplicas. 
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3. lnternalización del complejo ADN-HAp en células Hela 

Para estudiar si el complejo ADN-HAp logra ingresar en células Hela, se 

marcó el ADN con yoduro de pmpi.dio. En estos ensayos no se observó un 

aumento significativo en la cantidad de células positivas para el marcador de 

interés (figura 11) ail comparar con el tratamiento control , es decir células en 

el que el ADN no se marcó oon yoduro de propidio (2,0 %). No obstante, sí se 

observó un incremento grande en el porcentaje de cél,ulas positivas que 

representa un 7,3%, por lo cual sí podría existir una internal1ización por parte 

de este linaje celular. 

Además destacar que con el tratamiento de Pl-ADN-Hap+ se puede notar 

que el tratamiento con hidroxiapatita varía las propiedades ópticas de 1las 

células, ya que siempre que un tratamiento posee HAp tiende a generar una 

un aumento en el porcentaje de células positivas para el marcador de interés; 

por lo cual el control correcto para el experimento es el de ADN+Pl,-HAp+, es 

decir el utilizado en estos ensayos para así corregir dicho efecto de HAp sobre 

la respuesta de interés. 
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Fig.ura. 11: lntema'lizació11 d'el complejo ADN.-hidroxiapatita por el linaje celular l-leLa. El. punto 

azul representa la media del1 tratamiento respectivo y las barras de error simbolizan el error 

estándar obtenido con 4 réplicas. ADN=F"lásmido, Pl=Yoduro de propioio; HAp=hidroxiapatita 

y el símbolo a la derecha de cadla uno de estas siustan0ias significa: {+) = p~esencia y H = 
ausencia de la condición. Las diferencias se establecieron mediante una ANOVA, según un 

modelo de mínimos cuadrados pesados oon un nivel de significancia de 0,05. Las letras (A-F) 

identifican pares d.e tratamientos que muestran diferencias significativas entre S'Í,. p < 0.05. 
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4. lnternali,zación del complejo ADN-HAp en células HEK 293T 

Al analizar la internaHzación de'I complejo ADN-HAp marcado con p1: por 

parte de las células HEK 293 T, (figura 12), se logró observar un aumento 

estadísticamente significativo al comparar las células que fueron incubadas 

con este complejo marcado contra las células contro'I. Por lo cual, en efecto se 

pudo establecer que exi,ste una internalización de este complejo por parte de 

este linaje celular, el: cual causa un 3,6 % en la proporción de células 

marcadas, comparado oon 1,9% del control:, a pesar de no ser un aumento 

grande dicha internalización. En otras palabras, esto representa un aumento 

en el porcentaje de células positivas de 1,7%. 

Por otro lado, HAp no parce afectar las propiedades ópticas en gran medida 

como con el linaj,e celular Hela. No obstante, se usó de igiual forma el control 

correcto (ADN+Pl:-HAp+) para estos ensayos. En cuanto a l:os tratamientos 

control que tenían PI y dieron un aumento en el porcentaje de célul·as positivas 

para el marcador de interés, posiblemente es debido al gran número de célu las 

no viables bajo estas condiciones, ya que a pesar de que en e'I tratamiento de 

ADN+Pl+HAp-, el PI marque al ADN pudo haber quedado exceso de este 

marcando a las células muertas presentes. 
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Figura 12: lntemalización del complejo ADN·hidroxiapatita por el linaje celular HEK 293 T. El! 

punto azul representa la media del tratamiento respecUvo y las barras de error simbolizan el 

error estándar obtenido con 3 réplicas. AON=Plásmido, Pl=Yoduro de pmpidio, 

HAp=hidroxiapatita y el símbolo a la derecha de cada uno de estas sustancias significa: (+)= 

presencia y (-) = ausencia de la condición. Las diferencias se establecieron mediante una 

ANOVA, según un modelo de mínimos cuadrados pesados con un nivel de significancia de 

0,05. Las letras (A - N) simbolizan pares de tratamientos que muestran diferencias 

significativas entre sí, p < 0.05. 
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Discusión 

1. Efecto de la transfección del liinaje celular Hela y HEK 293 T en 

presencia de estímulos e inhibidores del flujo autofágico. 

Al realizar los experimentos de alteración del flujo autofágico (figura 9) 

en el linaje celular Hela, se puede observar una re'lación entre la activación 

de este flujo y una mejor eficiencia de transfección. Por otro lado, se observó 

una di,sminución al usar inhibidores de este flujo. En el caso del linaje celular 

HEK 293 T no se observa un efecto significativo para las sustancias que se 

anal,izaron (figura 1 O). 

Nuestros resultados con el linaje celular HeLa (figura 9), concuerdan 

con un reporte de Zhong et a/,66 en el que se transfectaron fibroblastos de 

ratón (N IH 3T3) utihzando nanopartículas de polyplex y un pl,ásmido que 

codifica para la proteína verde fluorescente (EGFP). En presencia del estímulo 

del flujo autofágico rapamicirna, 1los autores observaron un aumento de 1la 

efidenoia de transfección de 17% en comparación con el tratamiento contro l, 

y en presencia del inhibid'or 3-metiladenina, la expresión del transgén 

disminuyó un 80%. 66 Los autores plantean que este efecto podrfa estar 

relacionado con el estrés oxidativo que provoca este tipo de vehículos génicos 

(nanopartículas cargadas), ya que a:I activar la autofagia se podría mejorar la 

supervivencia celular y con ello los rendimientos de transfección.66 Sin 

embargo, e:I tratami1ento con el inhibidor y el estímulo no generaron un cambio 

significativo en el nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular 66 

Como es sabido, este tipo de vehículos génicos debe de atravesar 

varias barreras intracelulares antes de poder entregar el cargo.1º· 66 Zhong et 

al, mencionan que algunas de las nanopartículas (polypl'eX) se localizan en la 

región perinuclear dentro de los autofagosomas.66· 67 Por lo cual, proponen que 

el ·escape de estas vesículas podría explicar el aumento observado en la 

eficiencia de transfección al estimularse la vía autofágica.66 
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La disposición perinuclear en autofagosomas concuerda también con 

las observaciones obtenidas para hidroxiapatita en el trabajo desarrollado en 

nuestro equipo.10 Según nuestras observaciones,. las nanopartículas se 

pueden detectar en la región perinuclear dentro de lisosomas, lo cual sugiere 

que las nanopartículas de HAp en efecto siguen la ruta degradativa de tráfico 

intracelular, ruta relacionada con 1la vía autofágiica, como ya se ha señallado, y 

por ende están presentes en compartimientos como los endosomas y 

autofagosomas.10 

En cuanto ali efecto observado sobre e1l linaje celular HEK 293 T, cuando 

se utilizaron moduladores del tlujo autofágico, no se observó un efecto sobre 

la eficiencia de transfección. Esta diferencia con los resultados obtenidos en 

el linaje celular Hela podría deberse a que en células HEK 293 T, los vehículos 

génicos pueden ser degradados antes de la entrega del cargo al 

compartimiento nuclear.10 Estos materiales son degradados por las enzimas 

tipo hidrolasas y el pH ácido que se encuentran en los lisosomas antes de un 

posible escape, ya sea de los autofagosomas, 10· 66 o de algún otro 

compartimiento relacionado con esta vía; como los endosomas.1º· 68· 69 . 

Ex1isten reportes en los que se estableció que la concentración y la 

duración de la 1incubación con el estímulo o inhibidor influye directamente 

sobre ell efecto que va a tener este regulador en específico sobre la autofagia.70 

Por ejemplo, se reporta que si la concentración del estímulo rapamioina es alta 

(30 µM), este estímulo puede inhibir el fllujo en !lugar de la activación que se 

observa a concentraciones bajas (0,5 µM). 7º· 71 Resu'ltados similares se han 

reportado para los inhibidores 3-metiladenina y wortmaninna, los cuales 

conducen a un incremento dlel flujo autofágiioo si se administran por periodos 

prolongados.70 Estos resulitados sugieren que no se debe asumir el mismo 

efecto sobre un nuevo linaje celular, al utili·zar concentraciones similares de los 

estiímulos o inhibidores del flujo autofágico. 
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N'o obstante, es necesario destacar que en nuestro trabajo previo se 

determinó que había diferencias en el flujo autofágico basal de estos !linajes 

celulares. 10 

Con las células HEK 293 T se determinó que el flujo autofágico basal 

era bajo y por el contrario en el lina~:e celular Hela se observó un flujo 

autofágiico basal alto,. el cual en presencia de rnanopartículas tiende a aumentar 

en mayor medida en comparación con las células HEIK 293 T. 10 Sin embargo, 

oon el linaje celular HEK 293 Ta diferencia de las células hiela, tanto al tratar 

inducir o no el flujo autofágico los niveles medidos de este fueron similares, 

por 110 cua11 se determinó que el, flujo autofágico en HEK 293 T no varía en 

presencia de este tipo de inductores.10 

Estas observaciones sugieren que la ausencia de un efecto de 

moduladores del flujo aütofágico sobre la transfección en ell liniaje celular H'EK 

293 T, podría deberse a que este flujo ya está estimulado y por ende un 

estímulo adicional o inhibición sobre este no tenga efecto mesurable; es decir 

estos resultados permiten complementar nuestras observaciones previas 

sobre dichas diferenoias. 

Además, estas observaciones son consistentes con que en ambos 

estudios con este linaje (HEK 293T) se obtienen las eficiencias de 

transfecciones mayores en condiciones estándar.10 Por lo tanto, se vermca que 

en el1 linaje celular HEK 293 T al tener un fl'ujo autofágico estimulado; exhibe 

una eficiencia de transfecoión mayor independientemente de la presencia de 

moduladores del flujo e incluso si son inhibidores de este flujo. El efecto 

obse;rvado es similar al que se determinó con las células HeLa en las que el 

f,lujo autofágico fue estimulado. 

Basado en los resultados obtenidos para ambos 'liinajes en las mismas 

condiciones experimentales, se puede concluir que el efecto de estimular o 

inhibir la autofagia sobre la eficiencia de transfección,. es dependiente del liirilaje 

celul1ar en estas condiciones experimentales específicas. En el1 caso del linaje 

ce'lular 'Hela se observó que una inducción de,I flujo autofágiico causa un 
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incremento de la eficiencia de transfección, verificando así nuestra hipótesis. 

No obstante, l1a proporción de células transfectadas sigue siendo menor al 1 O 

%. Lo anterior debido a que el incremento significativo obtenido con este linaje 

al estimular con Tonin-2 bajo el método de fosfato de calcio en comparación 

con el control, representa un aumento leve de 3,3%. 

En cuanto a la influencia del: vehículo génico sobre la eficiencia die 

transfección en presencia de moduladores de autofagia, en el linaje celular 

HeLa se observaron diforencias más cl'aras al estimular la vía autofágica 

(figura 9). En estas condiciones, se observó una mayor eficiencia con los 

vehículos génicos Ca3(P04)2 y las nanopartículas de hidroxiapatita que con el 

método de PEI. 

Una posible explicación para esta obse,rvación consiste en que al 

estimular la autofagia se promueve en mayor medida la degradación del 

vehículo génico PEI en comparación con los otros vehículos génicos, 

generando una disminución en la entrega del cargo de interés y por ende una 

eficiencia de transfección menor. Lo anterior concuerda con que ha reportado 

para este polímero catiónico, que tiende a ser degradado al estimularse la 

autofagia por el efecto citotóxico que posee, que lleva por un lado a un daño 

celular necrótico y por otro a una muerte celular apoptótica. 7º· 72· 73 

Además, la tendencia obtenida bajo condiciones estándar (sin la 

presencia de reguladores del flujo autofágico) para el linaje celular Hela de 

igual manera co,incide con los resultados obtenidos previamente por nuestro 

equipo en las mismas condiciones. 10 En otras palabras, los mejores 

rendimientos fueron obtenidos con el· vehículo génico PEI , seguido por fosfato 

de calcio y l'os rendimientos más bajos fueron obtenidos con hidroxiapatita.10 

Respecto a 'los resultados obtenidos con el linaj'e celular HEK 293 T, se 

puede notar que independientemente de si se estimula o se inhibe el flujo 

autofágico, la eficiencia de transfección muestra una variación muy pequeña, 

independientemente del tratamiento o del vehículo de transfección (figura 1 O). 
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2. lnternaf'ización del complejo ADN-HAp en céEulas HeLa y HEK 293T 

En nuestro trabajo previ:o, se ufüízarori nano partículas dopa.das con el!Jropio 

para mostrar que la intemalízación del cargo de HAp-ADN por parte de las 

células en estudio, cabe destaicairr ql!Je dicha intemalizacíón era íleterogénea.rn 

En otras palabras, algunas células captLtran más de este complejo que otras.10 

Mientras que para algunas células se observan girandes cúmulos de ¡)articulas, 

e11 otras hay nano,partículas de tamaño inferior y con una distribución más 

extendida en el citopla.sma.10 

Aunque e11 los resultados previos se logró mostrar que hay 1.ma 

iritemalizacló11 de las partículas y qu:e esta es heterogénea, no se determinó 

cuantas células Hela intemalirzan hidroxi!apati1ta. Por esta razón, muestro 

trabajo complementa estas observaciones. 

Según nuestros resultados, para el linaje celullar HeLa1 {figura 11 ), se l,ogra 

obserrvar una tendencia hacia. u11 aumento de la proporción de c:élulas 

marcadas, el cual representa un 7 ,3% con respec~o al controll. Sin embargo, 

se debe· destacar que esta dirferencia no es significativa ... Esta gra111 proporción 

de'I complejo internalizado; lo cl!Jal concuerda con los resultados abteni:dos en 

ensayos de micmscopi1a en nuestro trabajo previo oomo ya se describíó,10 nos 

sug¡iere qLte los bajos rn11dimie11tos de tra11sfección obtenidos con este 

vehículo génico (.HAp) no se debe a un defecto o deficienüia en la 

intema1l1ización , sino más bien en procesos posteriores implicados; como 

podría ser la degradacíón de este vehículo y por ende provocando una 

disminución en la entrega del cargo de interés.10 

En ol!Janto al linaje cell!J lar HEK 293 T, se logiró establecer que eíl efecto 

hay una intemalliz.ación de 11as nanop,artíc!Jlas marcadas por parte de las 

células; ya que al comparar las célu las de interés, es decir las marcadas 

(Células+ ADN + HAp +PI) contra las células. control (Células+ ADN + HAp), 

se 1logró observar un aumento de 1, 7 % en el porcentaje de células malicadas 
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(figiura 12) e i1ncluso este aumento es significativo a un nivel de confianza del 

95 %. Además, al igual que para el linaje celular Hela (figura 111 y 9 C, 

respectivamente) con HEK 29'3T se determina más internailizació11 del 

complejo HAp-ADN que células transfectadas (figura 12 y 1 O C, 

respectivamente), pero dicha diferencia no es tan marcada como en el caso 

de las cé 1lulas Hela. Por lo cual estos resultados su9ieren que la baja 

intemalización provoque menor posibilidad de entrega del cargo de interés y 

por ende una menor eficiencia en la transfección o que en efecto una 

internalización eficiente no implica una transfección adecuada y se deba de 

igual manera que en las cé'lulas Hela, a un proceso posterior como 

degradación del veihículo antes de poder escapar de algún compartimiento 

relacionado con la v1ía autofágiica como ya se describió, sea los autofagosomas 

o los endosomas y así poder entregar el cargo de interés. 1º· 66· 5s, 69 
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Conclusiones 

1. la autofagia puede ser modulada para meLoíar l1a eficiencia de entreg1a 

de cargos y con ello obtener mejores rendim¡e11tos en el proceso de 

trra11sfección, aunque este efecto es dependiente del linaje ceh.Jlar. 

2. La eficiencia de transfección para el linaje celular Hela aumenta con el 

uso de estimulos del flujo autofágico y dismiinuye con ell uso de 

inhíbidores, y para e'I !linaje celular HEK 293 'f 110 se observó algún 

efec~o signifícaUvo. 

3. Los rendimientos de transfecció11 son dependientes del tipo de 

regu1lador de la via autoflágica. En el linaje· celular Hela a~ usar toriin-2 

se obtienen mejores rendimientos de trnrisfeccián (efecto significativo), 

independierntemente del vehicll.Jlo génioo utilizado, en comparaci'ón con 

estimulas de prímera generación como rapamicina cuyo efecto no es 

sign ificativo. 

4. Se logró deteITTTiinar cuántas célutas intem alizan el complejo ADN- HAp 

por parte del linaje HEK 293 T. No obstante, para el liinaje celular HeLa 

110 se observó un incrementn significativo en el marcaje. 

5. Nuestros resultados. sobre la vía de autofag1ia y su relaci:ón con la 

eficiencia de transfección, nos pel'miten comprender mejor esta 

dependencia y así generar protocolos más eficientes; l~o cual se podría. 

reflejar en una mayor apllicabilidad en áreas de in1erés, como terapia 

géni1ca y la nanofarmacología.. 
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Perspectiivas 

1. Optimizar las condiciones para reailizar la transfección en presencica de 

reguladores de la autofagia: su concentración y e:I tiempo de incubación. 

2. Adiciona 1lmente, analizar el efecto de reguladores de la autofagia 

independientes de 'la proteína quinasa de mTOR sobre la eficiencia de 

la transfección. 

3. Estudiar el efecto de activar o inhibir la autofagia sobre el nivel de 

especies reactivas de oxigeno (ROS) para comprobar si posee atguna 

relación con la eficiencia de transfección observada en los linajes 

celulares en estudio. 
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Noonal a.a 

/./":": 

o:¡. · 

t1f#' 
_. ;¡, 

~- º ·º·ºº 
1 1 

-1 
' 1 

o 

Theorelical Quariiles 
ITI{IO!l(Posl • Tral + EXlll 

F value Pr(>F) 
28.307 6.871e- 14 
14.927 6.391e 07 

o 0_10 ' 

sign~f. codes: O '**"'' 0 . 001 '** ' 0.01 '*' O.OS •.' 0.1 ' ' l 

Figura 20: Resultados del análisis de supuestos y del ANOVA para la intemalización del 

complejo ADN-HAp por parte del linaje celular Hela, mediante un modelo de mínimos 

cuadrados pesados. 
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Simul1:ane.ous Tests for General Linear Hypot:heses 

Muli:ipl'e comparisons of Means: Tukey coni:rasi:s 

Fit: : aov(formula = Pos - Trat + Exp, dai:a = base, weight:s = peso) 

Linear Hypoi:heses: 

ADN-PI - H+ - ADN-PI - H- = O 
ADN- PI+H- - ADN- PI-H- 0 
ADN-PI+H+ - ADN-PI - H- D 
ADN+PI - H+ - ADN-PI - H- O 
ADN+PI+H- - ADN - PI-H- - - O 
ADN+PI+H+ - AD~-PI-H - O 
ADN-PI+H- - ADN -PI-H+ = O 
ADN-PI+H+ - ADN-PI - H+ = .. O 
AD N+PI-H+ - ADN-PI-H+ O 
ADN+PI+H- - AD1 -PI- H+ 0 
ADN+PI+H+ - ADN-PI-H+ = O 
ADN-PI+ttf. - ADN- PI+H- ~ O 
ADN+PI-H+ - ADN-PI+H- O 

Esi:i ma~e 
3. 44687 
0.15124 
0.76486 
1.38902 
0. 78588 
8.59090 

- 3.29562 
- 2.68200 
-2.05785 
- 2.66098 

5.14404 
0 . 61362 
l. 23778 

ADN'+PI+H- - ADN-PI+H -
. ADN+PI+H+ - ADN-PI+H ­
ADN+PI - H+ - ADN-PI+H+ 
ADN+PI+H- - AD}.;-PI+H'+ 
ADN+PI+H+ - ADN-PI+H+ 
ADN+PI+H- - AD~+PI-H+ 

ADN+PI+H+ - ADN+PI-H+ 
ADN+PI+H+ - ADN+PI+H-

. .. o 0.63464 
o 8.43966 

- o 0.62416 
-- o 0.02102 

o 7 .82604 
~~o - 0 .60314 

o 
o 

7 . 20188 
7.80502 

Std, Error 
0.63429 
0.13892 
o. 32428 
o. 36419 
o. 51689 
3. 04680 
0.63041 
0.68118 
0.72434 
O .. 80561 
3 .. 107 31 
0.29660 
o. 38.358 
o. 50577 
3. 04470 
0.46950 
0.58567 
3. 05169 
o. 6271 5 
3.06678 
3. 08609 

1: value 
5.434 
1.089 
2 . 359 
3.814 
l. 5,20 
2.820 

-5.228 
-3 . 937 
- 2.841 
- 3.303 
l. 655 
2.069 
3.227 
l. 255 
2.772 
l. 329 
0.036 
2.564 

-0. 962 
2.348 
2.529 

Pr (> 11: !) 
< 0 . 001 *** 
0.89981 
0 . 18614 
o. 00469 ** 
0.66408 
0 . 06806 
< 0.001 *** 
o. 00333 ** 
0.06461 
0.01 994 * 
0 . 57365 
0.31691 
0.02414 * 
o. 823.93 
0.07572 
0.78288 
1.00000 
0.12117 
0.94173 
0.18943 
0.13034 

signif. codes: o .,.. ,;,; • 0.001 ' ><>< ' 0.01 '"' 0 .05 • ' 0.1 e ' 1 
(Adjusted p values reported -- single-step method) 

Figura 21: Resultados del análisis post-hoc (prueba Tukey) para la internalización del 

complejo ADN-HAp por parte del linaje celular Hela. 
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Analysis of variance Table 
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Exp 
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Df sum sq r.f.ean sq 

6 120.56 20.0937 
2 4.6& 2.3400 

27 24.32 0 . 9007 
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Theo!etical Quartles 
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F vallue Pr(>F) 
22.3080 2.754e-09 
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Figura 22: Resultados del análisis de supuestos y del ANOVA para la internalización del 

complejo ADN-HAp por parte del linaje celul'ar HEK 293 T, mediante un modelo de mínimos 

cuadrados pesados. 
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simultaneous Tests far Gener al Li near Hypcrtheses 

Multiple compar i1sons of r·~ eans: Tukey com:rast:s 

Fi"t:: aov(formula = Pos ~ Tra:t + Exp, da1:a base, weights = pE!so) 

Linear Hypol:heses: 

ADN- PI:-H+ - AD -PI- H­
ADN- PI+ H- - AD -PI-H­
ADN - PI+ H+ ADN-PI- H­
ADN+PI-H+ ADN-PI-H­
ADN+PI+H- - ADN-PI-H­
ADN+PI+ H+ - ADN-PI-H­
ADN-Pl+ H- - ADN-PI-H+ 
ADN-PI+ H+ - AD -PI-H+ 
ADN+PI - H+ - ADN-PI- H+ 
.A:DN+PI+H- - ADN-PI-H+ 
ADN+PI+tt+ ADN-PI-H+ 
ADN-PI+H+ 
ADN+ PI-tt+ 

ADN-PI+H­
ADN-PI.;.H-

ADN+PI+H- - ADN-PI+H ­
ADN+Pl: +H+ - AD !- PI+ H­
ADN+Pl-H+ - AD ' -PI+H+ 
ADN+PI+H- ADN-PI+ H+ 
ADN+PI+H+ ADN-PI+ H+ 
ADN+ PI+ H- ADN+PI- H+ 
ADN+PI+H+ - ADN+ 'PI-H+ 
ADN+PI+ H+ - ADN+PI+H -

o 
o 
o 
ü 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

-- o 
o 

-- o 
o 
o 

-- o 
-O 

o 
o 
o 

Est:i mate 
-2.6380 
1 7 .1200 
-0.1360 
-2. 7 320 
12.8360 
-1. 0 781 
19.7580 

2.5020 
-0.0940 
15. 4 740 

1. 5599 
-17 .2560 
-19.8520 

-4.2840 
-18.1981 

-2.5960 
12.9720 
- 0.9421 
15. 5680 
l. 6539 

-13.9141 

s-td. Error 
1. 9947 
3.0805 
2.0429 
1. 97 33 
2.9613 
1. 9744 
2 . 4 1 74 
0.7265 
0. 4 981 
2.2635 
0.5023 
2. 4 573 
2.3998 
3. 2610 
2.4006 
o. ,fü)54 
2.3061 
0.6686 
2.24 4 7 
0. 4091 
2.24 56 

1: val ue 
-1. 322 

5. 5 :58 
-0.067 
-1. 384 
4.335 

-0.546 
8.17 3 
3.444 

- 0.189 
6.83 6 
3 . 106 

-7 . 022 
-8.273 
-l. 314 
- 7 . 581 
-3.901 

5.62 5 
-1.409 
6.936 
4. 04 3 

-6.196 

Pr(> jt l) 
0.79611 
< 0.001 *** 
1.00000 
0. 7 6084 
0.0021-9 *'* 
0.99684 
< 0 .001 "** 
0.02017 * 
0.99999 
< 0.001 *** 
0.04433 * 
< 0.001 *** 
< 0.001 *** 
0.80058 
< 0.001 *** 
0.00652 ;;,* 
< o. 001 ;;,-;,;-;:,; 
0 .74670 
< o. 001 '>! ';?* 

0 .00460 *" 
< o. 001 *" '* 

sig11if. codes : o '**'' ' 0. 0 01 ' ** ' 0.01 ' * ' o.os '..' 0.1 ' ' 1 
(Adjusted p val ues reported -- single-s1:ep method) 

Figura 23: Resultados del análisis post-hoc (prueba Tukey) para la internalización del1 

complej.o ADN~HAp por parte del linaje celular HEK 293 T. 
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