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RESUMEN  

 

  El cáncer ovárico (CO) es la patología ginecológica más letal en las 

mujeres. Está ligada a un bajo pronóstico de vida dado el alto porcentaje de 

diagnósticos tardíos. Se caracteriza por presentar tumores voluminosos, 

altamente irrigados y con importante diseminación peritoneal. La 

quimiorresistencia y recidivas post cirugía son frecuentes. Uno de los 

acercamientos terapéuticos más interesantes es la restauración de 

microRNAs (miRs) downregulados durante la carcinogénesis. Los miRs 

juegan un importante rol en la multiregulación de procesos celulares como 

proliferación, diferenciación, supervivencia, apoptosis, ciclo celular, 

angiogénesis y metástasis, entre otros. En este trabajo se diseñaron y 

sintetizaron nanopartículas de oro transportadoras del miR-145. Para esto, 

fueron funcionalizadas con ácido fólico o el péptido FSH33 y cargadas con el 

miR-145 como agente activo. El nanosistema construido ingresó 

selectivamente hacia las células e inhibió significativamente la viabilidad, 

migración y el potencial proliferativo y clonogénico. Además, disminuyó la 

liberación de VEGF y redujo el tamaño de esferoides tumorales mediante daño 

en la membrana celular, disminución de la viabilidad y activación de la 

apoptosis celular. Estos resultados entregan importantes avances para el 

desarrollo de terapias basadas en miRs mediante la utilización de 

nanotecnologías y sienta las bases para su evaluación en modelos in vivo. 

 XIV 



ABSTRACT 

 

  Ovarian cancer (OC) is the most lethal gynecological pathology in 

women and is linked to a low life prognosis due to the high percentage of late 

diagnosis. It is characterized by large tumors, highly irrigated, with significant 

dissemination in the peritoneal area. After debulking surgery, a high rate of 

chemoresistance and relapses are frequent. One of the most interesting 

therapeutic approaches represents the restoration of microRNAs (miRs) which 

are downregulated during the carcinogenesis. miRs play an important muti-

regulatory role in cellular processes such as proliferation, differentiation, 

survival, apoptosis, cell cycle, angiogenesis, and metastasis, among others. In 

this work, gold nanoparticles carrying miR-145 were designed and synthesized. 

First, the nanoparticles were functionalized with folic acid or the FSH33 peptide, 

and then loaded with miR-145, a reported agent active against OC cell lines. 

The constructed nanosystem selectively entered these cells and significantly 

inhibited cell viability, migration, and proliferative and clonogenic potential. 

Moreover, it diminished the release of VEGF and reduced the size of OC 

spheroids through the damage of cell membranes, decrease of cell viability, 

and activation of apoptosis. These results provide important advances in the 

development of miR-based therapies using nanotechnologies as selective 

vectors and gives the approaches for the in vivo evaluation. 
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I. FORMULACIÓN GENERAL DE PROYECTO  

 

1. Cáncer 

 

     El cáncer es una enfermedad que genera uno de los principales problemas 

de salud pública en el mundo. Se encuentra posicionada como la segunda 

causa de muerte, después de las patologías cardiovasculares. En la 

actualidad, aún está en pleno crecimiento exponencial, por lo que se estima 

que en el futuro ocupará el primer puesto en mortalidad. Para el 2020 se 

prevén cerca de 1,8 millones nuevos diagnósticos y 606 mil muertes por cáncer 

solo en los Estados Unidos [1]. En Chile, en tanto, en el último informe de 

indicadores básicos de salud de 2016 se indica que el cáncer es la segunda 

causa de muerte entre los chilenos, con un 26,13% del total de defunciones 

para ese año, alcanzando una cifra de 27.183 muertes al año. Sin embargo, 

para algunas regiones de nuestro país, el cáncer se posiciona como la principal 

causa de muerte, como es el caso de Arica y Parinacota con un 27,82%, 

Tarapacá con un 26,65% y Antofagasta con un 29,41% del total de muertes 

anuales [2].  

 

     Esta enfermedad sigue siendo un desafío importante para la medicina 

moderna. A pesar de los esfuerzos puestos a nivel mundial, aun es una 

enfermedad en pleno desarrollo dentro de la población. En los últimos 50 años 

no se ha logrado mejorar la sobrevida de los pacientes con cáncer avanzado. 
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De la misma manera, los métodos de detección no han logrado ser lo 

suficientemente eficaces para la detección temprana y la administración de 

tratamientos en el momento adecuado. Además, los tratamientos sistémicos 

actuales siguen siendo agresivos, generando efectos colaterales importantes, 

los cuales van desde nauseas hasta la infertilidad debido a la alta toxicidad de 

los fármacos quimioterapéuticos utilizados y a la inespecificidad en la acción 

de éstos, los cuales afectan tanto a células tumorales como sanas [3].  

 

     Molecularmente, el cáncer es complejo, deriva de una progresión de 

múltiples cambios celulares los cuales les proporcionan a las células 

características o capacidades que las condicionan hacia el fenotipo 

cancerígeno. Para que el cáncer se exprese, existen al menos 10 

características que son necesarias de adquirir: i) proliferación sostenida, ii) 

evasión de la supresión del crecimiento, iii) resistencia a la muerte o apoptosis, 

iv) replicación sucesiva, v) inducción de la angiogénesis, vi) invasión vii) 

inflamación, viii) inestabilidad genómica, ix) desregulación de la energía celular 

y x) evasión respuesta inmune (figura 1) [4]. Dentro de las características más 

estudiadas, importantes y universales entre los diferentes tipos de cáncer, se 

encuentra la proliferación sostenida, provocada por un aumento en la 

señalización molecular que gatilla el crecimiento y división celular, lo cual se 

debe principalmente a una sobreexpresión de receptores extracelulares de 

factores de crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento epidermal 
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(EGFR) o receptores tipo tirosina quinasas, como el receptor tirosina quinasa 

A (TrkA) [5]. Otra característica importante es la desregulación de la supresión 

del crecimiento mediada por el factor supresor de tumores p53, que juega un 

rol central en la regulación de la progresión del ciclo celular, senescencia, 

diferenciación, reparación del DNA y apoptosis [6]. Asimismo, una 

característica fundamental para el desarrollo de varios tipos de cáncer es la 

inducción de la angiogénesis sostenida, provocada por una sobreexpresión del 

factor de crecimiento angiogénico vascular (VEGF) para asegurar la irrigación 

necesaria para el abastecimiento de nutrientes hacia el tumor [7].  

 

 

 

Figura 1. Hallmarks of cancer. Capacidades adquiridas en cáncer para la progresión y 

crecimiento tumoral y dianas terapéuticas que han sido desarrolladas para cada capacidad 

celular adquirida [4]. 
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2. Cáncer ovárico epitelial (COE) 

 

  A nivel mundial, el cáncer de ovario es un problema de salud 

importante, debido a que es la quinta causa de muerte por cáncer en mujeres 

y, a su vez, es la principal causa de muerte por enfermedades ginecológicas 

[8]. Es considerada como una enfermedad catastrófica, tanto en lo humano, 

social, como en lo económico. Cerca de 220 mil nuevos casos y 140 mil 

muertes son reportados anualmente en el mundo [9]. La incidencia esperada 

de COE en EEUU en el año 2012 se estimó en 22.300 diagnósticos, que 

provocaron 15.500 muertes. En Europa, en 2008 se estimaron 70 mil 

diagnosticados con 44 mil muertes.  En Chile, 740 casos fueron diagnosticados 

en 2012, con un total de 415 defunciones, posicionándose como la novena 

causa de muerte, con un 3 % de las muertes totales por cáncer y la segunda 

causa de muerte por enfermedades ginecológicas [2]. Es así que, tanto la 

incidencia como la mortalidad han ido aumentando paulatinamente en la última 

década. Esta tendencia se debe a ciertos factores como el aumento en la 

esperanza de vida de las mujeres, la prevalencia de los factores de riesgo y a 

la variabilidad de los estándares en los tratamientos disponibles en la 

actualidad [10]. Los factores de riesgo parten principalmente por esperanza de 

vida; la edad promedio de los casos diagnosticados es de 65 años, en la etapa 

de la vida de postmenopausia, en donde son diagnosticados el 50% de los 

casos. Es importante mencionar que, tanto en Chile como en el mundo existe 
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un proceso de envejecimiento demográfico el cual se denota principalmente 

en las mujeres, con índices de vejez que se incrementaron de 26 a 36% entre 

los años 1992 y 2002. A su vez, mujeres que presentan predisposición 

genética, principalmente mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, HER2 y 

p53, son diagnosticadas 10 años antes de la edad promedio [11]. No obstante, 

el carácter familiar o hereditario de la enfermedad representa tan solo un 5-10 

% de todos los casos de cáncer ovárico epitelial. Por otra parte, se ha 

correlacionado clínicamente la endometriosis y ovario poliquístico con la 

aparición de cáncer de ovario, así como también la hiperestimulación ovárica 

para tratamientos de infertilidad. Mientras que la presencia de virus del 

papiloma humano, talco perineal y el hábito tabáquico, que anteriormente se 

consideraban factores de riesgo, están siendo descartados como causas de la 

enfermedad. Por otra parte, en estudios epidemiológicos se ha encontrado que 

el riesgo de cáncer de ovario es reducido por estados de anovulación, tales 

como el embarazo, el uso de anticonceptivos orales o inyectables, 

amamantamiento, ligación de trompas de Falopio o procedimientos quirúrgicos 

como la histerectomía. 

 

   El cáncer ovárico puede desarrollarse a partir de varios tipos 

celulares, siendo cerca del 90% de los cánceres de origen epitelial y, 

predominantemente, con una histología de tipo seroso. Los carcinomas 

ováricos han sido clasificados de acuerdo a los diferentes epitelios del tracto 
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reproductivo femenino teniendo cada uno de ellos diferentes porcentajes de 

incidencia: carcinoma seroso de alto grado 70%; carcinoma endometrioide 

10%; carcinoma de células claras 10%; carcinoma mucinoso 3%; y carcinoma 

seroso de bajo grado menor a un 5% [12]. Sin embargo, se ha llegado a un 

nuevo consenso en vista de los recientes estudios moleculares, genéticos e 

histopatológicos que agrupan los tumores en dos categorías, designadas como 

Tipo I: cuyos tumores emergen a partir de lesiones claramente descritas en el 

epitelio del ovario, incluyen los tumores de bajo grado serosos, mucinosos, 

endometrioides, células claras y de transición, los de tipo Tipo II: cuyas 

lesiones no han sido esclarecidas y los tumores pueden desarrollarse de novo, 

comprenden carcinomas de alto grado serosos, indiferenciados y 

carcinosarcomas. Recientemente, se ha reportado que ciertos canceres 

ováricos epiteliales emergen desde el epitelio de las trompas de Falopio 

distales. Sin embargo, aún no se ha podido establecer de manera 

consensuada la serie de eventos que involucran la iniciación, progresión y 

metástasis del cáncer ovárico epitelial [13]. Cabe destacar que la frecuente 

ruptura y reparación del epitelio superficial ovárico producto de cada ovulación, 

provoca que aumente el patrón de proliferación de las células de la superficie 

epitelial para reparar la herida generada, lo que conlleva a la formación de 

quistes de inclusión. Estos quistes de inclusión aumentan el riesgo de 

carcinogénesis capturando células epiteliales en un ambiente de constante 

estimulación autocrina y paracrina mediada por factores de crecimiento como 
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VEGF, hormonas, fosfolípidos, lo que finalmente provocan cambios celulares 

y daño en el DNA [14, 15]. 

 

  La alta letalidad del COE se debe mayoritariamente a que no existen 

herramientas de tamizaje, ni síntomas premonitores que permitan su 

diagnóstico en etapa precoz. Es así que, el 80% de los casos se diagnostican 

en etapa III o IV de la escala de la International Federation of Gynecology and 

Obstetrics (FIGO), es decir en etapas avanzadas de la enfermedad, donde tan 

solo el 30% de los casos alcanzará una sobrevida mayor a 5 años [12]. Por 

otra parte, la transitoriedad de la respuesta terapéutica y el alto porcentaje de 

recurrencias es un factor importante, que contribuye a la alta mortalidad de 

esta patología. Es así que, se ha estimado que del 70 al 80 % de los casos 

responden adecuadamente al tratamiento estándar inicial, experimentando 

remisión clínica positiva, sin embargo, luego de un tiempo la mayoría presenta 

recurrencias en una forma de cáncer más agresiva y resistente que el tumor 

original, lo que indefectiblemente conduce a la muerte [10].  

 

  Las fases clínicas de la enfermedad se dividen en etapas y grados 

(figura 2); etapa I, el crecimiento del tumor está limitado a uno o los dos ovarios, 

la capsula intacta y no hay afectación de la superficie externa; etapa II, el tumor 

se extiende a la pelvis, afectando estructuras como el útero y/o trompas de 

Falopio; etapa III, el tumor se ha extendido fuera de la pelvis, afectando el 



8 

 

peritoneo, ganglios retroperitoneales y la superficie hepática; etapa IV, el 

cáncer se ha diseminado, existiendo metástasis en hígado, pulmones u otros 

órganos fuera de la cavidad peritoneal. Los grados son asignados en relación 

a la diferenciación celular respecto de las células normales e indica la 

velocidad del desarrollo del cáncer; grado 1, células bien diferenciadas, muy 

similares a las células epiteliales normales, los tumores se desarrollan 

lentamente; grado 2, células moderadamente diferenciadas, guardan cierta 

semejanza con las células de origen y su crecimiento es más acelerado que 

en grado 1; grado 3, células indiferenciadas, su fenotipo es distinguiblemente 

diferente de las células normales, crecen y proliferan rápidamente [16].     

 

 

 

Figura 2. Etapas del cáncer de ovario.  A) ciclo de ovulación, en donde se muestra el proceso 

de ruptura y reparación del folículo. B) estadísticas de diagnóstico tardío en pacientes. C) 

Etapas de la progresión del cáncer ovárico. 

A B 

C 
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     Los tumores malignos ováricos tienen como una de sus características 

principales ser muy angiogénicos, debido a que siguen un patrón altamente 

controlado como parte de la angiogénesis normal de la función ovárica durante 

la ovulación [15]. De esta manera, el gran tamaño alcanzado por estos tumores 

requiere de procesos de angiogénesis sostenida para sustentar su 

crecimiento. Uno de los principales factores involucrados en este proceso es 

VEGF, un factor angiogénico y potente mitógeno del endotelio vascular. A su 

vez, las células tumorales se caracterizan por la pérdida de regulación del 

crecimiento y proliferación celular, lo que en conjunto con la angiogénesis 

sostenida, desemboca en tumores de gran tamaño y diseminación [17]. Esto 

ocurre, en parte, debido a señalizaciones generadas desde una variedad de 

receptores, tales como los receptores de factores de crecimiento tipo tirosina 

quinasa [18]. Sin embargo, aunque muchos estudios tratan de explicar la 

progresión del cáncer ovárico epitelial, aún no se han propuesto mecanismos 

que suscriban esos cambios, probablemente debido a que la secuencia de 

eventos que llevan al cáncer de ovario es multifactorial y no completamente 

entendidos.  
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2.1. Aspectos moleculares del cáncer de ovario 

 

  Los cambios a nivel intracelular y molecular que ocurren en cáncer 

en general, tienen que ver con el aumento en la señalización de vías 

fundamentales para la proliferación y crecimiento celular, la sobreexpresión de 

receptores de factores de crecimiento, como receptores tirosina quinasa, 

aumento de factores angiogénicos, etc.; que finalmente generan la 

sobreexpresión de proteínas oncogénicas, en conjunto con la disminución en 

la expresión de genes encargados del control de estos procesos, los llamados 

genes supresores de tumores [4, 19]. Para el cáncer de ovario, se ha reportado 

que, los receptores de neurotrofinas se encuentran sobreexpresados y su 

cascada de señalización intracelular está involucrada con la progresión de la 

transformación celular [18]. En particular, el receptor TRKA, de alta afinidad 

para el factor de crecimiento nervioso (NGF), se ha asociado con el fenotipo 

maligno en carcinomas prostático, esofágico, pancreático y tiroideo [19]. Se ha 

reportado que el receptor TRKA se encuentra sobreexpresado en líneas 

celulares y en tejido de cáncer ovárico epitelial (COE) y, que a su vez, estos 

expresan NGF en las células epiteliales del tumor, el cual contribuye a la 

progresión de la malignidad vía estimulación paracrina, actuando como factor 

angiogénico directo sobre las células endoteliales e indirecto promoviendo la 

expresión de VEGF en las células epiteliales del tumor (figura 3) [20]. La 

evidencia sugiere que TrkA está involucrado en la progresión del cáncer 
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ovárico epitelial. Es así que se ha propuesto la sobreexpresión y activación de 

TrkA (p-TrkA) como marcador de mal pronóstico [21]. La sobreexpresión de 

TrkA y su activación por NGF lleva a cambios intracelulares y activación de 

vías favorables para la progresión del cáncer, como las vías mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)/ERK y phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/AKT, 

involucradas en el control de la proliferación, diferenciación, supervivencia y 

apoptosis [22, 23]. De la misma manera, se han reportado aumentos en la 

expresión de VEGF; factor importante en cáncer de ovario debido a la alta 

angiogénesis que presenta, la proporción de proteínas 

antiapoptotica/proapoptotica; BCL2/BAX, c-myc, un protooóncogen factor de 

transcripción pluripotente relacionado con la inestabilidad genómica y Ki67, 

antígeno estrictamente relacionado con proliferación celular, asociado a mal 

pronóstico en cáncer de ovario, el cual se expresa en las fases G1, S, G2 y M, 

encontrándose ausente en fase G0 [24]. A su vez, también se ha reportado 

una disminución en los niveles de FOXL2, un factor de transcripción 

involucrado en la apoptosis [25].  
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Figura 3. Vías de señalización activadas en COE. Se exponen algunas de las vías más 

importantes activadas en cáncer ovárico epitelial y sus efectos de la expresión de proteínas 

como VEGF en células endoteliales [26]. 

 

 

  Existe una serie de hipótesis que tratan de explicar la génesis del 

cáncer de ovario. Una de ellas está relacionada con el proceso inflamatorio y 

algunas moléculas tales como la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) y su 

producto de biosíntesis; prostaglandina E2-α (PGE2). La mayoría de los tejidos 

no expresan constantemente COX-2, de hecho, su rol es producir 

prostaglandinas de manera inducible durante procesos inflamatorios y 

patológicos. Se ha asociado la expresión de la vía COX-2/PGE2 con procesos 

tumorigénicos, encontrándose correlaciones en el aumento de sus niveles y el 

desarrollo de cánceres de próstata, mama, gástrico y colon [25]. De la misma 
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manera, se ha evidenciado que PGE2 en niveles elevados es capaz de 

promover la proliferación, supervivencia, evasión de la apoptosis, 

angiogénesis (mediante el aumento en la expresión de VEGF), migración e 

invasión mediante la activación de manera autocrina y paracrina de las vías de 

señalización intracelular MAPK/ERK y PI3K/AKT/mTor [27, 28]. Su rol en la 

evasión de la apoptosis también ha sido ligada a la disminución de su sustrato 

el ácido araquidónico, el cual estimula la apoptosis mediante la producción de 

ceramidas [29]. Además, se ha demostrado que al inhibir COX-2 con el 

inhibidor selectivo celecoxib en pacientes con poliposis adenomatosa familiar 

se ha observado regresión en los adenomas [30].  

 

  En cáncer de ovario en tanto, se ha reportado una elevada expresión 

de COX-2, lo que sugiere que esta enzima juega un importante rol en la 

progresión del carcinoma ovárico [31]. Interesantemente, en células de la teca 

en ovario se ha encontrado que la estimulación con NGF incrementa los 

niveles de COX-2 y PGE2-α [32]. Algunos estudios sugieren que la activación 

del receptor TrkA mediante su ligando NGF induce a cambios en la expresión 

de microRNAS (miRs) involucrados en la regulación de la expresión de 

proteínas como VEFG y COX-2, entre otras (Figura 4) [26]. 
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Figura 4. El receptor TrkA activa la transcripción de miRs. Las vías de señalización 

activadas por TkrA pueden promover la transcripción de miRs que regulan proteínas claves 

para la progresión del cáncer de ovario epitelial [26]. 

 

 

2.2. Los miRs y su importancia en cáncer de ovario 

 

  Recientemente se han descrito ciertas vías que actúan de manera 

diferente a las señalizaciones proteicas convencionales, sin embargo, se 

encuentran íntimamente relacionadas en una compleja red de regulaciones a 

nivel post-transcripcional. Una nueva clase de pequeños RNAs no codificantes 

de hebra simple, llamados miRs de alrededor de 19-25 nucleótidos, juegan un 

importante rol, virtualmente en todas las vías biológicas en mamíferos y otros 

organismos multicelulares. Estos son capaces de regular la expresión génica 
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principalmente mediante la unión por hibridación nucleotídica en el extremo 3’ 

UTR (untranslated) de los RNAs mensajeros (mRNA) provocando bloqueo de 

la traducción y/o degradación del mRNA [33]. La ruta canónica de biogénesis 

comienza con la transcripción por la RNA polimerasa II a partir de unidades 

transcripcionales independientes en el genoma, dando origen a un largo 

transcrito primario llamado pri-miR en forma de horquilla, este es procesado 

en el núcleo por la enzima Drosha, una RNAsa III parte del complejo 

microprocesador, generando a partir de un pri-miR, uno o varios miR 

precursores o pre-miR de entre 70 – 100 nucleótidos que conservan forma de 

horquilla. Los pre-miRs son transportados al citoplasma mediante la enzima 

exportina-5 vía poros nucleares, en donde son escindidos por la enzima Dicer 

una RNAsa III y las proteínas asociadas la complejo TRBP y PACT para 

generar una hebra dúplex de miR de alrededor de 22 nucleótidos, en donde 

una de las hebras es degradada y la hebra activa (miR maduro) es incorporada 

en el RNA-induced silencing complex/Argonauta 2 (RISC/AGO2) ejerciendo su 

acción inhibitoria de la traducción como RNA antisentido del mRNA blanco 

mediante tres procesos diferentes: i) corte sitio especifico del mRNA; ii) 

promoviendo la degradación del mRNA; y iii) inhibiendo la traducción por 

impedimento estérico (figura 5) [34, 35].  
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Figura 5. Biogénesis de miRs. Esquema del proceso de transcripción génica, modificaciones 

postranscripcionales, exportación citoplasmática, procesamientos y efectos en la traducción 

de proteínas [36]. 

   

 

     Debido al tipo de estructura de un miR, en cuanto a su corta secuencia 

nucleotídica de hibridación, éste tiene la capacidad de interactuar con hasta 

cientos de blancos moleculares de mRNAs, pudiendo inhibir la traducción de 

diferentes proteínas involucradas en procesos similares e inclusive varias 

proteínas de la misma vía de señalización celular. Esto conlleva a que la 

actividad inhibitoria se vea amplificada y maximizada [37]. Por lo tanto, la 

expresión aberrante de tan solo un miR puede moderar erróneamente la 

expresión de un gran número de transcritos y afectar profundamente vías de 
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señalización completas relacionadas con vías patológicas. A la vez, un solo 

mRNA puede ser regulado por múltiples miRs, por lo que el circuito de 

regulación mediado por miRs es extremadamente complejo e intrincado. Los 

genes de miRs pueden ser expresados como genes únicos (monocistrónicos) 

o como clusters de miR agrupados en un locus (policistrónicos). También 

pueden estar ubicados en regiones intergénicas dentro de exones o intrones 

de otros genes. Pueden ser transcritos por su propio promotor, por promotores 

de genes cercanos o promotores del gen “hospedero” dependiendo de dónde 

se encuentren ubicados en el genoma (figura 5) [36]. 

 

  Se ha reportado la influencia de los miRs en numerosos procesos 

celulares fundamentales, tales como desarrollo, proliferación, control del ciclo 

celular, apoptosis, diferenciación, migración y metabolismo, entre otros. Por lo 

que la expresión aberrante de tan solo un miR puede moderar erróneamente 

la expresión de un gran número de transcritos y afectar profundamente vías de 

señalización completas. Hasta la fecha, han sido ampliamente reportadas 

diversas alteraciones en la expresión normal de los miRs en estados celulares 

patológicos, tal como en el caso del cáncer, sugiriendo que los miRs juegan un 

rol como una nueva clase de oncogenes u oncosupresores, dependiendo de 

su blanco molecular. En donde los miRs oncogénicos regulan la expresión de 

genes supresores de tumores o de factores de transcripción asociados a la 

transcripción de proteínas oncosupresoras, mientras que los miRs 
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oncosupresores regulan la expresión de oncogenes o factores de transcripción 

para oncogenes (figura 6) [37]. En ese sentido, se ha demostrado que la 

expresión de ciertos miRs que actúan como oncosupresores tienen como 

blanco oncoproteínas con roles cruciales en vías importantes para el desarrollo 

del cáncer, como por ejemplo BCL2, RAS, MCL1 (myeloid cell leukaemia 

sequence 1) y MYC, por mencionar solo algunas [38]. De esta manera, los 

perfiles de expresión de miRs oncosupresores en cáncer, se encuentran 

disminuidos y los miRs oncogénicos se encuentran aumentados [39].  

 

 

 

Figura 6. miRs como oncogenes y oncosupresores. Modelo esquemático que demuestra 

el mecanismo de miRs involucrados en la patogénesis del cáncer. Los miRs pueden regular 

directamente el crecimiento celular o indirectamente controlando la apoptosis. En la figura Let-

7, miR-15a y miR 16-1 actúan como oncosupresores, mientras miR-17-92, miR-155, miR 372 

y miR373 tienen acción oncogénica [40]. 
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  Los mecanismos por los cuales las células tumorales pueden 

presentar niveles desregulados de miRs han sido recientemente establecidos, 

pudiendo ser de índole multifactorial, incluyéndose mecanismos tales como 

deleciones, mutaciones en la secuencia de DNA de los miR, mutaciones en la 

secuencia de los mRNA blanco, silenciamiento epigenético, defectos en las 

enzimas de su ruta de biogénesis, debido a represión transcripcional e 

inclusive por la influencia de oncogenes [39]. Por otra parte, se ha reportado 

que ciertos miRs pueden ser detectados en tejidos y en sangre. Al respecto, 

existen estudios acerca de los perfiles de miRs circulantes en sangre, para los 

cuales se ha propuesto que pueden reflejar cambios de su expresión en los 

tejidos [41]. De esta manera, ciertos miRs pueden ser útiles como potenciales 

biomarcadores en patologías como el cáncer. La desregulación en la expresión 

de miRs juega un rol fundamental en todo el proceso de cancerogénesis, tanto 

en etapas iniciales, progresión y en la diseminación del cáncer. A su vez, el 

reemplazo de miRs que se encuentran downregulados en células tumorales y 

que ejercen roles oncosupresores, por miRs miméticos, ha dado resultados 

positivos en ensayos in vitro y terapéuticos [42]. 

 

  En carcinoma ovárico, se han descrito ciertos miRs con su expresión 

alterada [43-45]. Hasta la fecha existen algunos reportes en los cuales se 

correlaciona la influencia de miRs en la progresión del cáncer de ovario, dentro 

de los cuales se ha encontrado que los miRs Let-7, la familia de los miR-200, 
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miR-12-92, miR-21, miR-145 y miR-23b se presentan desregulados en el 

estado patológico [26]. A su vez, se algunos de estos miRs se han 

correlacionado con la sobreexpresión del receptor TrkA en células de COE 

(figura 4). Interesantemente, algunos de esos miRs presentan potenciales 

aplicaciones en detección, diagnóstico y/o terapia. Dentro de los miRs más 

atractivos de estudio, se encuentra el miR-145, un oncosupresor [46, 47] el 

cual se ha sido evaluado como inhibidor de la proliferación, invasión y 

metástasis [48].  

 

 

2.2.1. miR-145 

 

  El miRNA-145 es un conocido regulador de una serie de proteínas 

oncogénicas importantes en la cancerogénesis (figura 7). Se ha encontrado 

significantemente downregulado en líneas de cáncer de ovario y se ha 

observado que su reincorporación inhibe la proliferación celular y promueve la 

apoptosis. En líneas celulares de gliomas también se ha reportado disminución 

en sus niveles, en donde se ha apuntado su función como un regulador 

negativo de la tumorigénesis [49]. Se ha demostrado que su restauración 

mediante la incorporación exógena, reduce significativamente la proliferación, 

migración e invasión en estudios in vitro y que uno de sus blancos directos y 

responsable en parte de estos efectos es la proteína ADAM17 (A Disintegrin 
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and A Metalloproteinase 17) generalmente sobreexpresada en cáncer de 

próstata, mama, ovario y carcinoma ductal pancreático [50]. ADAM17 puede 

activar factores de crecimiento, inactivar o activar ciertos receptores y 

moléculas de adhesión o superficie celular. ADAM17 está involucrada 

principalmente en la activación de la vía de EGFR (HER1) que regula 

proliferación celular, migración, adhesión, diferenciación y apoptosis [51]. 

Asimismo, se ha reportado que los niveles de ADAM17 durante la progresión 

del COE se encuentran aumentados, por lo que existe una correlación en la 

dowregulación del miR-145 y una upregulación de ADAM17. A su vez, los 

niveles de miR-145 se encuentran fuertemente involucrados con el proceso 

angiogénico en cáncer colorectal y cáncer de ovario. Reportándose, que el 

miR-145 regula la activación transcripcional de VEGF [52]. De la misma 

manera, participa en la expresión de la enzima COX-2 en cáncer de próstata 

a nivel transcripcional y post-transcripcional, teniendo un importante rol en la 

expresión de COX-2 en cáncer de ovario y los procesos inflamatorios y 

tumorigénicos [53]. Recientemente, para el cáncer ovárico, se ha descrito que 

el miR-145 actúa como represor del crecimiento celular mediante la unión 

directa al mensajero de c-Myc y su entrega exógena disminuye los niveles de 

c-Myc inhibiendo la proliferación celular y promoviendo la apoptosis [49]. El 

miR-145 además, suprime la invasión celular y metástasis por unión directa 

sobre el transcrito de MUC1 (mucin 1), una glicoproteína de membrana tipo I, 

que juega un rol importante en la protección de las células normales frente a 
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agentes patógenos, sin embargo, en células tumorales ejerce un rol evasor de 

la respuesta inmune. Clínicamente, la expresión de MUC1 ocurre 

frecuentemente en muchos tipos de cáncer, incluyendo cáncer de mama, 

ovario, pulmón, colon y carcinomas pancreáticos [48]. Además, recientemente 

se ha propuesto una función en la resistencia a la quimioterapia, ya que el miR-

145 puede regular directamente los niveles de la bomba de eflujo MDR1, 

sobreexpresada en muchos tipos de cáncer resistentes a terapia [54].  

 

 

 

Figura 7. Diagrama de los principales blancos del miR-145. El miR-145 inhibe directamente 

los RNA mensajeros de las proteínas ADAM17, C-myc, VEGF, COX-2 y MRD1, entre los más 

importantes en cáncer. En el estado patológico, los niveles de expresión del miR-145 

disminuyen, aumentando la traducción de estas proteínas como consecuencia de la falta 

regulación de sus transcritos por el miR-145, lo que provoca el aumento del crecimiento, 

proliferación, angiogénesis y comportamientos asociados a la carcinogénesis. 
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  Se ha demostrado que el miR-145 inhibe la invasión y metástasis en 

cáncer nasofaríngeo [55], el crecimiento tumoral y metástasis en cáncer 

colorrectal [56], inhibe el crecimiento e invasión en cáncer de mama [57]. Se 

ha observado que inhibe la proliferación, migración, invasión y la progresión 

del ciclo celular en cáncer gástrico [58]. Otros estudios han evidenciado que el 

miR-145 inhibe la proliferación celular y promueve la apoptosis, reduciendo 

significativamente la migración e invasión en cáncer hepatocelular [50], entre 

otros [59]. Además, se ha propuesto que pudiera ser un candidato como 

marcador de progresión en cáncer de próstata [60]. Por lo tanto, la 

administración del miR-145 de manera sistémica, para llegar a células 

tumorales primarias, células metastáticas o de recidivas, se proyecta como una 

investigación interesante de abordar, relevante por el alto potencial 

terapéutico. 

 

 

2.3. Tratamientos actuales para el cáncer de ovario 

 

  Las alternativas de tratamiento de primera opción, tanto en Chile 

como en el mundo, son el uso de cirugía citorreductora seguida de 

quimioterapia. Para aquellos casos en que la condición clínica no lo permite, 

existe la opción de tratamiento con quimioterapia neoadyuvante para reducir 

el tamaño del tumor y posteriormente, cirugía [61]. No obstante, tales 
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intervenciones solo logran citorreducir efectivamente no más que un 20 a un 

30% de los casos [62]. Por consiguiente, las principales terapias que son 

utilizadas para el tratamiento del cáncer de ovario son cirugía de 

citorreducción, y quimioterapias con agentes citotóxicos como cisplatino, 

carboplatino y paclitaxel, los cuales no son fármacos selectivos para el cáncer 

de ovario. 

 

  La citorreducción en cáncer de ovario epitelial tiene dos objetivos, 

determinar la etapa del cáncer y extraer el máximo de tejido tumoral. En el 

procedimiento se trata de extraer quirúrgicamente la mayor masa tumoral 

posible, intentando no dejar ningún tejido tumoral remanente con un tamaño 

mayor a 1 cm. Algunos de los efectos secundarios de la citorreducción son, la 

resección incompleta del tumor, lo cual depende de su tamaño, grado de 

avance, metástasis, etc., dejar una colostomía temporal, un catéter temporal 

en la vejiga, además la citorreducción puede requerir de la extirpación del 

baso, vesícula biliar, parte el estómago, hígado y/o páncreas. También podría 

requerirse la extirpación de ambos ovarios y el útero, por lo que la persona no 

podrá quedar embarazada y entrará en menopausia si no se le ha presentado 

aún [63].  

 

  El cisplatino es una coordinación metálica de platino que ha sido 

utilizada en diversos tipos de cáncer, tales como testicular, ovárico, de cabeza 
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y cuello, entre otros. Su principal efecto anticancerígeno se produce por la 

unión al centro reactivo de los residuos de purinas (N7) en la hebra de DNA, 

produciendo que la maquinaria de reparación no pueda unirse al DNA, por lo 

tanto, causando daño irreversible en las células cancerígenas, interrumpiendo 

la mitosis y llevando hacia la muerte celular mediada por apoptosis. Además, 

puede generar entrecruzamientos dentro de la hebra de DNA, entre bases 

purinas lo cual aumenta la toxicidad del cisplatino, al impedir la expresión de 

proteínas o la replicación celular [64]. Uno de los problemas de la 

administración de cisplatino es la resistencia, esto se produce debido a que 

provoca la rápida degradación del transportador de membrana de cobre – 

CTR1, transportador que es utilizado para ingresar a la célula, lo que conlleva 

a una disminución del ingreso de cisplatino hacia la célula, resultando en la 

aparición de resistencia [65]. La administración de este compuesto genera una 

gran cantidad de efectos secundarios, tal como hepatotoxicidad [66], 

nefrotoxicidad [67], alergias, entre otros efectos [64].  

 

  El carboplatino es un análogo del cisplatino que actúa bajo el mismo 

mecanismo de acción. La principal diferencia reside en que los efectos 

secundarios nefrotóxicos son menores, por lo que se utiliza como alternativa 

más segura al cisplatino [68]. Sin embargo, se ha evidenciado que puede 

producir toxicidad hematológica cuando es usado en dosis similares [69]. El 

paclitaxel ha sido utilizado en el tratamiento de distintos tipos de cáncer como 
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cáncer de ovario, cabeza y cuello, mama, entre otros. Su mecanismo de acción 

es a través de la unión a los microtúbulos, impidiendo su despolimerización, 

por lo que genera un arresto del ciclo celular en la fase G2/M [70]. La 

resistencia hacia este fármaco esta mediada por 3 mecanismos: la 

sobreexpresión de transportadores de membrana de salida (ABCB1 y 

ABCC10) [71, 72], mutaciones en la tubulina α o β, alteraciones en la 

estabilidad de la red microtubular y, una reducida función de proteínas pro-

apoptóticas como Bcl-2 y p53. El principal efecto secundario que tiene el 

paclitaxel es la neuropatía periférica [70]. 

 

  El esquema primario de quimioterapia para cáncer ovárico es en 

base a carboplatino (AUC 6 mg/mL/min) más paclitaxel (175 mg/m2) cada 3 

semanas o solo paclitaxel (80 mg/m2) cada semana, existiendo variaciones en 

la forma y vías de administración dependiendo de la condición de la 

enfermedad y de la paciente. En aquellas pacientes en las que se logra una 

citorreducción óptima, la opción de primera línea es el uso de quimioterapia 

postoperatoria endovenosa e intraperitoneal. La quimioterapia intraperitoneal 

está basada en cisplatino y ha demostrado resultados positivos en la 

sobrevivencia de pacientes en etapa III y citorreducción óptima. Sin embargo, 

puede provocar toxicidad, disfunción renal y neuropatías e incluso, en casos 

extremos, pérdida de la audición [73]. 
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  Para pacientes con enfermedad no citorreductiva y de mal 

pronóstico, es posible utilizar además el tratamiento antiangiogénico con 

bevacizumab; un anticuerpo humanizado monoclonal anti-VEGF que impide la 

proliferación de células endoteliales [74]. A su vez, se ha comenzado a utilizar 

quimioterapia neoadjuvante (carboplatino AUC 5-6 más paclitaxel 135-175 

mg/m2) antes de la cirugía citorreductiva con el objetivo de reducir el tamaño 

del tumor, incrementando las probabilidades de una cirugía menos riesgosa, 

especialmente en mujeres de avanzada edad y con co-morbilidades [75]. Las 

recurrencias son tratadas dependiendo del intervalo libre de enfermedad y 

teniendo en cuenta posibles resistencias al platino, utilizando esquemas 

basados en carboxiplatino-paclitaxel (si el intervalo es mayor a 6 meses) o 

terapias con monofármaco asociadas a bevacizumab [76]. Se ha estimado que 

del 70 al 80% de los casos responde adecuadamente al tratamiento estándar 

inicial, experimentando remisión clínica satisfactoria, sin embargo, 

dependiendo de la etapa inicial de diagnóstico, la mayoría recurre en una forma 

de cáncer más agresiva y resistente que, indefectiblemente conduce a la 

muerte (figura 2) [10].  
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2.4. Estudios clínicos de nuevos tratamientos  

 

  En relación con los últimos avances en el desarrollo de fármacos 

para combatir el cáncer de ovario, existe una serie de estudios clínicos 

actualmente concluidos y en progreso que intentan acercarse a una solución, 

sin embargo, la mayoría de estos desarrollos logran prolongar el tiempo de 

vida del paciente en bajos porcentajes. 

 

  Pazopanib es un inhibidor de receptores tirosina quinasa, cuyos 

blancos moleculares son el receptor del factor de crecimiento vascular 

endotelial (VEGFR) -1, -2, -3, el receptor del factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGFR) -α/β, el receptor del factor de crecimiento fibroblástico 

(FGFR) -1 y -3 y la proteína tirosina quinasa Kit (c-KIT). Estudios clínicos en 

fase III demostraron que la incorporación de pazopanib al tratamiento estándar 

extendió la sobrevida libre de enfermedad (SLE) en pacientes, por 5,6 meses. 

Sin embargo, debido a su inespecificidad, se presentaron serios efectos 

adversos como hipertensión, diarrea, náuseas, dolor de cabeza y fatiga [77].  

 

  Nintedanib es otro inhibidor de tirosina quinasa de administración 

oral, sus blancos son VEGFR, PDGFR y FGFR. En el estudio clínico en fase 

III se observó que los pacientes que recibieron este inhibidor tuvieron un 
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aumento en la SLE de 0,7 meses. Sus principales efectos tóxicos fueron 

diarrea y transaminasas elevadas [78].  

 

  También se ha abordado el desarrollo de fármacos antiangiogénicos, 

tal como Cediranib, un inhibidor de tirosina quinasas que inhibe VEGFR-1, -2 

y -3, inhibiendo la señalización de VEGF, con ello los efectos en la generación 

de nuevos vasos sanguíneos en el tumor. Los estudios realizados en fase III 

determinaron que la administración favoreció con 3,1 meses en la extensión 

de SLE. Sin embargo, los efectos tóxicos encontrados incluyeron hipertensión, 

diarrea, hipotiroidismo, ronquera, hemorragias, proteinuria y fatiga [79].  

 

  AMG386 es un agente molecular nuevo, un péptido de fusión, 

diseñado para inhibir la angiogénesis, que actúa secuestrando la 

angiopoyetina (ANG) -1 y -2, fuertemente involucradas en la formación de 

nueva vasculatura, maduración de vasos sanguíneos, adhesión y migración, 

previniendo de esta manera su interacción con el receptor tirosina quinasa 

TIE2 endotelial. Su actividad fue evaluada en un estudio clínico en fase III 

observando que la SLE se prolongó en un 52%. Es por esto, que en la 

actualidad se está llevando a cabo un segundo estudio en fase III para 

AMG386 para ensayar sus potenciales beneficios [80].  
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  En otro ámbito, los estudios de terapias basadas en nanotecnología 

se encuentran en aumento, en donde ya se han investigado avances 

importantes en el desarrollo de terapias dirigidas y con efectos secundarios 

limitados. Dentro de estos desarrollos, encontramos como ejemplo, el uso de 

nanopartículas de oro para la sensibilización de células tumorales de cáncer 

de ovario para evitar la quimiorresistencia por cisplatino [81] aumentando la 

efectividad del fármaco.  

 

  Por otro lado, existe un creciente interés en la investigación de 

nuevas áreas de la biología para desarrollar terapias innovadoras, efectivas y 

con menores riesgos y efectos secundarios. Como ejemplo, han aumentado 

los estudios respecto del potencial de RNAs no codificantes como agentes 

terapéuticos. Lo que ha llevado a que recientemente, en el año 2018 la Food 

and Drug Administration (FDA) aprobara el primer fármaco basado en RNAs, 

el Patisiran; un siRNA desarrollado para una polineuropatía rara provocada por 

amiloidosis hereditaria mediada por la proteína transtiretina (hATTR), cuyo 

mensajero es degradado por la acción del siRNA [82, 83]. No obstante, este 

importante avance, es un hecho que los ensayos clínicos que normalmente 

atacan exclusivamente un blanco molecular en una vía biológica a menudo 

fallan en revertir el fenotipo patogénico debido a la etiología multifactorial de la 

enfermedad y la capacidad de adaptabilidad de las células cancerígenas [84]. 

Es por esto que, moléculas de RNAs como los miRNAs, son objetivo de estudio 
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como agentes terapéuticos pleiotrópicos, debido a su capacidad de interactuar 

con múltiples blancos moleculares, teniendo así la posibilidad de regular vías 

biológicas completas que se encuentran desreguladas.  

 

2.5. miRs como terapia génica    

 

  Los niveles normales de miRs oncosupresores que se encuentran 

downregulados en cáncer pueden ser potencialmente restaurados a sus 

niveles normales [85]. Los miRs pueden ser administrados dentro de las 

células mediante diversos métodos; por transfección de plásmidos con 

secuencias que codifiquen para los miRs de interés, infección utilizando 

retrovirus o lentivirus que expresen los miRs para que la maquinaria interna 

celular transcriba estos productos y sean procesados debidamente por la 

célula hospedera, o introduciendo exógenamente miRs sintéticos o miméticos 

en alguno de los estados de procesamiento regular (pri-miR, pre-miR, doble 

hebra, hebra simple, etc). Asimismo, para disminuir los niveles de miRs 

oncogénicos que se encuentran aumentados en cáncer, es posible introducir 

secuencias antisentido llamadas antagomirs, mediante las mismas estrategias 

mencionadas anteriormente. Estas secuencias hibridan con los miRs, 

previniendo de esta manera que los miRs oncogénicos actúen sobre sus 

blancos moleculares. Reprimiendo características importantes para el 
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desarrollo del cáncer, como proliferación, migración, invasión, 

desdiferenciación, inhibición de la apoptosis, angiogénesis, etc. [86, 87].  

 

  Una de las características principales, que hace a los miRs y 

antagomirs alternativas relevantes como estrategia terapéutica, es que, al 

interactuar con múltiples blancos moleculares, la respuesta terapéutica 

inhibitoria se amplifica y maximiza, inhibiendo no solo la traducción de una 

proteína en particular, como sucede en el caso de la administración exógena 

de siRNAs, sino de rutas completas y familias de proteínas involucradas en la 

generación del fenotipo cancerígeno (figura 8) [88].  

 

  La terapia génica, entre los nuevos desarrollos terapéuticos, es uno 

de los más interesantes y promisorios. Esta, tiene el potencial de tratar 

enfermedades a nivel de ácidos nucleicos, mediante la manipulación, 

reemplazo, silenciamiento, restauración o reprogramación del material 

genético [89]. Actualmente, las terapias basadas en la incorporación de genes 

o la modificación de su expresión se han posicionado en la investigación 

científica como viables, comenzando a estudiarse más profundamente, lo que 

se refleja en el creciente número de ensayos clínicos llevados a cabo a nivel 

mundial [90]. Sin embargo, uno de los puntos críticos y retos claves, en el cual 

muchos de los investigadores principales en la materia están de acuerdo, es 

que, es necesario el desarrollo de tecnologías para entregar el material 
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genético en las células blanco deseadas, con alta eficiencia de transfección y 

selectividad por células y tejido tumoral, para que de esta manera la terapia 

sea eficiente, dirigida y los efectos secundarios sean evitados [91].  

 

 

 

Figura 8. Red de interacción entre miRs y sus genes blanco para cáncer de mama. En 

Azul se representan los miRs, en rojo los blancos regulados por solo un miR, en rosado, los 

blancos regulados por más de un miR [88].   
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2.5.1. Vectores de entrega de material genético 

 

  En el contexto de los transportadores de material genético hacia la 

célula, han sido elaboradas diversas alternativas biológicas y químicas (figura 

9), una de las más estudiadas es la utilización de vectores virales. Estos, han 

sido ampliamente estudiados y utilizados para mediar la entrega de genes, 

tanto de genes codificantes para proteínas, como no codificantes, dentro de 

los cuales se incluyen los RNAs antisentido como shRNAs, siRNAs o miRs 

miméticos. Las ventajas de este tipo de vectores son que poseen una alta 

eficiencia de transfección, debido a la alta especificidad de los virus utilizados, 

otorgando, además, la posibilidad de expresión a largo plazo cuando el 

material genético se inserta en el DNA del hospedero y se utiliza su maquinaria 

de transcripción para su producción [92]. No obstante, están acompañados de 

una serie de problemas en relación a la seguridad biológica. Se ha reportado 

que su administración tanto in vitro como in vivo, puede llevar a mutagénesis 

por inserción con consecuente carcinogénesis, respuesta inmune aguda e 

inmunogenicidad, lo cual además de provocar daños en la salud, puede 

resultar en una disminución en la eficiencia de transfección y expresión del 

gen, en consecuencia, de la efectividad terapéutica [93]. Además, los vectores 

virales tienen también otras limitaciones. Debido al espacio de carga de ácidos 

nucleicos en el interior de la partícula viral, es que existe un límite en el tamaño 

en pares de bases del material genético a insertar dentro del genoma viral. En 
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cuanto a la producción de partículas virales, se encuentran importantes 

complicaciones en la producción a baja y gran escala. Si bien, los virus o cepas 

virales poseen una alta especificidad frente a ciertos tejidos, las posibilidades 

de modificaciones para modular la especificidad hacia otros tejidos son bajas 

y complejas [94]. Debido a esto, para la entrega de moléculas antisentido como 

DNA, siRNA, shRNA y miRs, o plásmidos con dichas secuencias para su 

expresión, la utilización de la nanotecnología para el desarrollo de vectores 

químicos en forma de nanopartículas, ha sido establecida como una excelente 

alternativa debido a sus favorables propiedades fisicoquímicas y en términos 

de capacidad de carga de ácidos nucleicos, potencial selectividad hacia 

células y tejidos, baja inmunogenicidad y efectos citotóxicos [93].    

 

 

 

Figura 9. Estrategias de entrega para terapia génica. Diferentes sistemas para la entrega 

de material genético, en donde destacan los sistemas nanoparticulados como liposomas, 

polímeros y nanopartículas metálicas [95]. 
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2.6. Nanotecnología como herramienta de terapia en cáncer 

 

  La nanomedicina como subárea de la nanotecnología, ha alcanzado 

una gran importancia en el desarrollo de nuevas estrategias para la entrega de 

fármacos para terapia y la generación de dispositivos para la detección de 

marcadores celulares para diagnóstico temprano de enfermedades como el 

cáncer. En las últimas dos décadas se han generado numerosas 

investigaciones en torno a la utilización de nanopartículas de diversos 

materiales para el tratamiento de enfermedades, así como dispositivos 

nanoestructurados de uso externo o de administración sistémica para la 

detección de moléculas biomarcadoras [95]. Las aproximaciones en la 

liberación controlada de fármacos se focalizan en el desarrollo de 

nanopartículas para mejorar la biodisponibilidad, seguridad y acción de una 

molécula activa. Como ejemplo de nanomedicinas que sortearon todas las 

pruebas clínicas y se encuentran actualmente disponibles en el mercado para 

su uso, es destacable la evolución que han tenido las formulaciones 

farmacéuticas del paclitaxel, desde el Taxol, hasta formulaciones de 

nanomedicinas como el Abraxane de 130 nm y el desarrollo de 3ra generación 

Cynviloq de 25 nm (figura 11).  
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Figura 10. Evolución de formulaciones farmacéuticas para la entrega de paclitaxel.  

 

 

  Para la generación de nanomedicinas, se han explorado diversos 

tipos de materiales. Una amplia gama de agentes poliméricos e inorgánicos 

estructurados nanométricamente, con propiedades idóneas para ser 

administrados in vivo, han sido desarrollados debido a su baja toxicidad, 

eficiencia de entrega, degradabilidad y biodisponibilidad [96].  

 

  Dentro los nuevos avances tecnológicos para enfrentar retos 

terapéuticos tales como terapias contra el cáncer, la nanotecnología se 

encuentra en una posición relevante y de vanguardia ya que, debido a las 

propiedades que adquieren los materiales en la escala nano, presentan 

atractivas características para usos como agentes terapéuticos o vectores de 

entrega selectiva de fármacos. Las nanopartículas (Np) son estructuras con 
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tamaños menores de 100 nm de diámetro en, al menos una de sus 

dimensiones [89]. Han sido estudiadas extensamente para su utilización en la 

liberación controlada de fármacos quimioterapéuticos, mejorando su eficacia 

de acción y seguridad [97]. Dependiendo de su diseño y configuración, las Np 

pueden alcanzar los tumores mediante dos vías principales: la acumulación 

pasiva y/o activa. La vía pasiva, toma ventaja del fenómeno de enhanced 

permeability and retention (EPR) el cual se encuentra presente en el área 

cercana a los tumores debido a sus vasos sanguíneos defectuosos en cuánto 

a las uniones estrechas de las células endoteliales y a la ausencia de 

vasculatura linfática en las proximidades del tumor. Esto facilita a las Np el 

encuentro con el tumor y su acumulación en el espacio intersticial. La vía 

activa, si bien se encuentra bajo del efecto EPR, a su vez, está relacionada 

con la especificidad hacia el tejido diana, lo cual se puede alcanzar mediante 

la modificación de la superficie de las Np con moléculas como anticuerpos o 

ligandos que interactúen con receptores tejido-específicos sobreexpresados 

en las células tumorales, tales como el receptor de transferrina, ácido fólico, 

de la hormona folículo estimulante (FSH), glicoproteínas, receptores de 

factores de crecimiento (EGFR) o integrinas, por mencionar solo algunos. 

Incrementando, de esta manera, la retención de las Np en el tejido tumoral, 

promoviendo su internalización dentro de las células y mejorando la eficiencia 

de la entrega [89, 94, 98].   
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Figura 10. Targeting pasivo y activo. Efecto de permeabilidad y retención aumentada (EPR) 

en los vasos sanguíneos que conectan con el tumor, lo que hace posibles estrategias de 

entrega de fármacos mediante direccionamiento pasivo o activo mediante la funcionalización 

de nanomateriales [99]. 

 

 

2.6.1. Moléculas diana para direccionamiento en cáncer ovárico 

 

  En cáncer de ovario existen algunas moléculas presentes en la 

superficie celular que pueden ser utilizadas para mediar el reconocimiento e 

ingreso selectivo de los nanosistemas hacia el interior de la célula.  
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  El receptor TrkA, de alta afinidad para el nerve growth factor (NFG) 

es expresado en las células de la granulosa y de la teca en el ovario, y se ha 

reportado su sobreexpresión en tumores ováricos. Interesantemente, este 

receptor aumenta su expresión conforme avanza el estado de malignidad de 

la enfermedad, lo cual puede ser una ventaja al momento del reconocimiento 

por el nanosistema, el cual podría tener un mayor ingreso en estados 

avanzados de la enfermedad [100]. Su ligando NGF, es un polipéptido de gran 

tamaño (13,25 kDa) y como tal, existe una dificultad inherente del tamaño que 

imposibilita su incorporación en la superficie de nanopartículas. Son 

requeridos, además, estudios acerca de la fracción del ligando que interactúa 

fisicoquímicamente con el receptor TrkA, para evaluar su potencialidad de 

síntesis y funcionalización de Np, o moléculas antagonistas o agonistas que 

también tengan afinidad por este receptor. No obstante, TrkA no es un receptor 

específico del ovario y se encuentra expresado en otros tejidos [101] y, de 

manera importante en el sistema nervioso, por lo que es probable la 

generación de efectos adversos.  

 

  Otro de los receptores atractivos como blanco para direccionar la 

llegada de Np a tumores en general, sobreexpresado en cáncer de ovario es 

el receptor de folato (FRα). El folato es un metabolito crítico para la síntesis de 

DNA y reacciones de metilación, el cual es incorporado vía endocitosis de 

manera muy activa por las células tumorales [102]. Ha sido reportado que el 
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FRα es expresado en el 80% de los COE y su expresión se correlaciona 

fuertemente con el estado y grado de malignidad [103]. El FRα se expresa 

normalmente en muy pocos tejidos, principalmente en los túbulos proximales 

en riñón, pero también en menor grado en glándulas bronquiales en pulmón, 

plexo coroideo en cerebro, trompas de Falopio, útero, y células epiteliales de 

mama, estando restringido exclusivamente a la superficie apical de las células 

epiteliales polarizadas, siendo inaccesible desde la circulación sanguínea 

[104]. Además, la sobreexpresión en tumores ováricos se ha observado que 

oscila entre 10 y 100 veces más que en riñón, donde normalmente se expresa 

en mayor nivel [105]. Por lo tanto, la sobreexpresión específica de este 

receptor y la capacidad de internalización lo posicionan como una adecuada 

estrategia para la entrega selectiva de fármacos y Np [104]. La incorporación 

de moléculas de ácido folato en sistemas nanoparticulados, ha sido explorada 

con resultados promisorios en cuanto a la selectividad in vitro e in vivo hacia 

células y tejidos tumorales, aumentando el ingreso intracelular mediante 

endocitosis mediada por el FRα [106, 107].  

   

  Por otra parte, y particularmente para el cáncer de ovario epitelial, 

existe un receptor que se encuentra normalmente expresado de manera 

específica y en altos niveles en células ováricas epiteliales en mujeres y en 

células de origen prostático en hombres, sin encontrarse expresión en otras 

células de tejidos sanos [108]; el receptor de la hormona folículo estimulante 
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(FSHR) observándose que, en el estado patológico de cáncer, este se 

encuentra sobreexpresado en al menos 2 órdenes de magnitud [109]. La 

hormona FSH es una molécula heterodimérica, secretada por la glándula 

pituitaria, compuesta por la subunidad α y β, la cual se une con alta afinidad a 

su receptor. De esta manera el receptor FSHR se convierte en un blanco 

molecular racional para el desarrollo de una terapia selectiva contra el cáncer 

ovárico. En la literatura se ha reportado la utilización de péptidos de FSH 

asociados sobre la superficie de nanopartículas poliméricas para entregar 

selectivamente fármacos como paclitaxel hacia células que expresan el 

receptor FSHR, sin embargo, se han evidenciado efectos tóxicos agudos luego 

de la exposición al nanosistema debido a la formación de agregados de los 

polímeros utilizados en la obtención de las nanopartículas [110].   

 

 

2.6.2. Nanopartículas poliméricas como vectores 

 

  Las nanopartículas poliméricas comenzaron a ser una alternativa a 

la terapia génica mediada por vectores virales debido a los eventos críticos en 

la seguridad de estos últimos, siendo inclusive llamada como non-viral gene 

therapy. De esta manera los vectores químicos comenzaron a ser el resultado 

del avance en la ciencia de los materiales y la química, alcanzando la 

capacidad de modular la obtención de partículas de tamaño nanométrico, de 
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carácter homogéneo, de fina configuración y funcionalidad en donde pudieran 

albergase moléculas de ácidos nucleicos protegidas de la degradación y 

evitando los riesgos en la seguridad. Las nanopartículas poliméricas se 

conforman por agrupaciones de polímeros solubles en agua, lipídicas, con 

carácter anfifílico o mezclas de estos para generar las características 

fisicoquímicas deseadas. Dentro de los sistemas más destacados se 

encuentran las micelas, dendrímeros, polimerosomas, poliplexes, etc. (figura 

11) [111].  

 

 

Figura 11. Representación de diferentes tipos de nanopartículas poliméricas. [112]  

 

 

  En cuanto a la entrega de material genético en el tejido celular 

deseado por cualquier sistema nanoparticulado en general, hay tres grandes 

desafíos a considerar al desarrollar un sistema para terapia génica: 1) 
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distribución preferencial hacia el tejido blanco, 2) internalización celular en las 

células diana y 3) la liberación del contenido en el espació citoplasmático para 

ejercer el efecto activo en el blanco molecular. En ese sentido las 

nanopartículas poliméricas tienen la posibilidad ser modificadas químicamente 

para añadir moléculas de direccionamiento; ha sido evaluado el escape 

endosomal mediante el efecto esponja de protones e hinchazón del endosoma 

tardío para lograr la liberación de su contenido en el citoplasma [111]. Existe 

una amplia gama de configuraciones y agentes poliméricos para la obtención 

de nanopartículas. 

 

  Las micelas son un bloque de copolímeros con carácter anfifílico, 

autoensamblables en medio acuoso, que forman una arquitectura tipo core-

shell resultando en un centro hidrofóbico capaz de encapsular sustancias 

apolares y una superficie hidrofílica que se puede modificar con moléculas de 

interés terapéutico o de direccionamiento [113].  

 

  Los polimerosomas o polymer-based liposome, son entidades 

poliméricas que adoptan la forma de vesículas las cuales se forman mediante 

procesos de hidratación de bloques de copolímeros anfifílicos (no lipídicos). 

Pueden estar formados por polímeros como polietilenglicol-polibutatieno 

(PEG-PBD), polietilenglicol-polietilenetileno (PEG-PEE), poli N-isopropil 

acrilamida (PNIPAm), etc. La formación de estos polimerosomas permite la 
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encapsulación de moléculas de mayor tamaño que las micelas. Pudiendo 

cargar moléculas terapéuticas hidrofílicas en su interior, tal como ácidos 

nucleicos. Dependiendo de la configuración de la arquitectura polimérica, estas 

nanoestructuras también son susceptibles de modificaciones químicas en su 

superficie para otorgarle diferentes propiedades biológicas [114, 115]. 

 

  Otros tipos de polímeros hidrofílicos como los nanogeles o 

microgeles han sido desarrollados, con alta afinidad acuosa y su arquitectura 

entrecruzada. Poseen un alto contenido de agua en su interior lo que les 

permite incorporar grandes cantidades de moléculas hidrofílicas. Esta 

tecnología comenzó su investigación con estructuras de tamaño micrométrico, 

sin embargo, en la actualidad se han alcanzado tamaños nanométricos para 

aplicaciones como la terapia génica [116].  

   

  A pesar de la gran cantidad de desarrollos surgidos en el área de las 

nanopartículas poliméricas, se continúa investigando acerca de la necesidad 

de entender ampliamente la importancia de cada diseño molecular y la 

complejidad de posibilidades que estos generan. Los nanopolímeros tienen la 

ventaja de poder ser biodegradables, bajamente tóxicos, modulables en 

tamaño, etc., sin embargo, la funcionalización con moléculas para el 

direccionamiento o entregarle propiedades fisicoquímicas diferentes no es 

trivial. Además, la capacidad de carga de fármacos en general o de ácidos 
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nucleicos como miRs es baja y depende de la configuración polimérica [111]. 

  

 

2.6.3. Nanopartículas de oro para la entrega de miRs 

 

  Las nanopartículas de oro (NpO) representan un sistema muy 

interesante debido a una multiplicidad de características positivas. Diversas 

investigaciones utilizando NpO han concluido que éstas presentan bajos o 

nulos niveles de toxicidad para las células in vitro, aun a altas concentraciones, 

lo cual depende principalmente de la configuración del recubrimiento orgánico 

en la superficie de la nanopartícula [117]. Asimismo, se ha demostrado in vivo 

que luego de administraciones repetidas en ratones, no hubo evidencia de 

toxicidad en términos de supervivencia, comportamiento, peso animal, 

morfología de los órganos, bioquímica sanguínea e histología de tejidos [118]. 

Además, las NpO poseen peculiares propiedades ópticas, particularmente 

interesantes para una terapia contra el cáncer. En presencia de irradiación 

electromagnética, los electrones de la superficie del metal pueden interactuar 

con ciertas longitudes de onda (dependiendo del tamaño de la partícula) y 

oscilar de manera coherente. Este fenómeno de resonancia, genera calor 

nanométricamente localizado, capaz de eliminar células cancerígenas sin 

afectar a las células sanas que la rodean, un efecto llamado localized surface 

plasmon resonance (LSPR) [119]. Es decir, las NpO pueden ser administradas 
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y luego de un tiempo adecuado, ser irradiadas localmente en el tumor con una 

longitud de onda específica y entonces, el calor generado podrá eliminar las 

células malignas, reduciendo el tamaño del tumor. Este fenómeno de 

hipertermia es aditivo para un efecto terapéutico relacionado con la entrega de 

moléculas bioactivas transportadas en su superficie. Se ha observado que las 

células cancerígenas que permanecen vivas luego de un tratamiento de 

hipertermia son más sensibles a la posterior terapia farmacológica tradicional 

[120]. Adicionalmente, las NpO poseen la ventaja de la simpleza de su síntesis, 

obteniendo dispersiones monodispersas con rendimiento adecuado y 

perfectamente escalables [121]. La superficie de las NpO puede ser 

modificada con moléculas tales como anticuerpos, agonistas, antagonistas o 

ligandos naturales de algún receptor de membrana alta y diferencialmente 

expresado (figura 12). De esta misma manera, las NpO pueden ser también 

multifuncionalizadas con diferentes moléculas activas que, pueden conferirle, 

por una parte, selectividad hacia el tejido blanco y por otra parte, la acción 

terapéutica deseada, tal como oligonucleótidos antisentidos como los siRNAs 

o miRs. Asimismo, pueden ser modificados con moléculas fluorescentes que 

les otorgue la capacidad de monitorizar la localización de las NpO en el 

organismo [122].  

 

  Actualmente existen algunos reportes acerca de la utilización de NpO 

como vehículo para la entrega de miRs o siRNAs en formulaciones que 
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incorporan moléculas de polietilenglicol, demostrando aumentar la estabilidad 

y la eficiencia en la internalización celular. De esta manera la entrega y el 

efecto silenciador génico in vitro se demuestra más eficientemente que la 

administración de miRs o siRNAs sin vehiculizar [123]. Sin embargo, en tales 

desarrollos no se ha contemplado la multifuncionalización de las NpO con 

moléculas tales como ácido fólico, péptidos o FSH para el direccionamiento 

selectivo, lo cual es importante para aplicaciones in vivo. 

 

 

 

Figura 12. Nanopartículas de oro y su superficie modulable. Las NpO pueden ser 

fácilmente funcionalizadas con diversas moléculas a la vez; la molécula terapéuticamente 

activa, moléculas de reconocimiento de la diana y reporteros fluorescentes o luminiscentes 

[124].  
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  El mecanismo por el cual las NpO cargadas con miRs ingresan a la 

célula y son capaces de entregar el material genético ha sido poco estudiado. 

No obstante, se ha observado que NpO de entre 10 – 50 nm son capturadas 

por la vía clásica endocítica, mediante endocitosis adsortiva [125]. En tanto, se 

ha demostrado que NpO que han sido funcionalizadas con moléculas que 

poseen afinidad por receptores sobreexpresados en la superficie celular, 

ingresan por la vía de la endocitosis mediada por receptor, lo cual involucra 

principalmente endocitosis mediada por clatrinas [126]. Respecto del escape 

endosomal y la entrega del material genético, el mecanismo de escape no ha 

sido dilucidado, sin embargo, han sido cuantificados los efectos del 

silenciamiento génico, lo que deja en evidencia que las NpO y las moléculas 

activas que estas cargan en su superficie son capaz de alcanzar el citoplasma, 

evadiendo el endosoma y posterior lisosoma, siendo capaces de entregar los 

miRs o siRNAs  a su blanco molecular [123, 127]. Hasta la fecha, solo existe 

un reporte con NpO solidas que incorpore direccionamiento con moléculas de 

folato y un miR como molécula terapéutica [110]. En este sentido, las NpO 

ofrecen una plataforma ideal para la incorporación de todas las características 

necesarias para la vectorización de miRs con ventajosas propiedades para una 

terapia contra el cáncer de ovario. 
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II. PROPUESTA 

 

  El objetivo de esta investigación es desarrollar un sistema 

nanoparticulado de entrega de miRs como agente activo, vectorizado en 

nanoesféras de oro (GNS) de 12 nm, funcionalizadas con moléculas de ácido 

fólico (FA) o con el péptido FSH33 (una fracción central de la hormona folículo 

estimulante, FSH), para entregar direccionalidad y especificidad por el tejido 

tumoral (figura 13).  

 

  La incorporación del miR-145 en la superficie de las GNS y su 

posterior entrega en las células de cáncer ovárico podrá inhibir procesos 

importantes para la progresión de cáncer, tales como la angiogénesis, 

proliferación, migración e invasión. Debido a los diversos blancos y procesos 

moleculares regulados que han sido reportados para el miR-145, este 

nanosistema podrá tener la potencialidad de actuar como agente citotóxico o 

citostático. De esta manera, el sistema desarrollado podrá ser utilizado como 

terapia neoadjuvante (en caso de ser citotóxico) antes de la cirugía de 

citoreducción, o como terapia adjuvante (en caso de ser citostático), luego de 

la cirugía, en administración conjunta endovenosa o intraperitoneal para 

eliminar células residuales, así como también, luego de la aparición de 

recurrencias post cirugía.  
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  Una vez obtenido el nanosistema, se evaluarán los efectos 

citotóxicos in vitro; Si el sistema solo presentase efectos citostáticos, los 

estudios y evaluaciones posteriores se realizarán en conjunto con un fármaco 

de uso clínico, tal como cisplatino y se evaluarán los efectos como adjuvante. 

Todo esto debido a que el nanosistema solo podrá utilizarse post-cirugía y en 

el tratamiento de recurrencias en conjunto con terapias existentes. El 

nanosistema se evaluará in vitro en 2 líneas celulares; la línea celular de 

cáncer ovárico epitelial humano A2780 la cual presenta las características 

celulares y moleculares similares a células tumorales de cáncer de ovario y la 

línea SKOV3 derivada de ascitis de cáncer ovárico que presenta resistencia a 

fármacos citotóxicos de uso clínico como cisplatino. Ambas líneas celulares, 

son las más utilizadas para estudios en cáncer de ovario en la actualidad, 

ambas presentan sobreexpresión del receptor de folato FRα y del receptor de 

la hormona FSH, por lo que se presentan como modelos celulares adecuados 

para ensayar el nanosistema.  
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Figura 13. Esquema de la propuesta del desarrollo del nanosistema y su acción. 
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Hipótesis 

 

  El nanosistema GNS-FA-miR-145 y/o GNS-FSH33-miR-145 

disminuye in vitro procesos importantes para el desarrollo de cáncer ovárico 
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Objetivos 

 

Objetivo General 

 

Desarrollar un nanosistema de entrega selectiva de miR-145 hacia 

células de cáncer ovárico para disminuir sus capacidades cancerígenas 

     

  

Objetivos específicos 

 

1) Obtener y caracterizar GNS de 12 nm, conjugar y funcionalizar con ácido 

fólico o FSH33 y el miR-145. 

 

2) Evaluar in vitro la selectividad e incorporación celular de los nanosistemas 

 

3) Evaluar in vitro los efectos celulares y moleculares de la nanoterapia 
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Capítulo 2: Metodología 
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III. METODOLOGÍA 

 

1. Obtención y caracterización de GNS de 12 nm, conjugación y 

funcionalización con FA o FSH33 y el miR-145 

 

1.1. Obtención de GNS 

 

  Se obtuvieron GNS de 12 nm de diámetro mediante el método de 

reducción química de la sal HAuCl4 con citrato de sodio en condiciones 

controladas de tiempo y temperatura [128]. Se procedió a preparar una 

disolución de HAuCl4 0,01 M en matraz de aforo, la cual fue vertida en un 

balón de dos bocas con una columna de refrigeración acoplada, sobre un 

agitador magnético con control de temperatura, hasta alcanzar los 185 °C 

esperando un reflujo constante por al menos 3 minutos. Posteriormente, se 

añadió por una de las bocas un volumen de 10 mL de una disolución de citrato 

de sodio 38,8 mM previamente calentada hasta 60 °C. Se dejó reaccionar por 

30 minutos y se dejó enfriar a temperatura ambiente. La dispersión resultó de 

un color rojo borgoña, la cual se filtró con filtro de jeringa de 0,22 micras de 

poro para eliminar residuos aglomerados desde la síntesis, se ajustó pH a 9 

y se almacenó a 4 °C.  
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Figura 14. Representación esquemática de la síntesis de GNS. Reacción de óxido-

reducción a partir de sal de oro y citrato de sodio como reductor. 

 

 

1.2. Conjugación de GNS con polietilenglicol 

 

 De la dispersión obtenida de GNS de aproximadamente 12 nM, se 

tomó una alícuota y se llevó a la concentración de 5 nM con citrato de sodio 

1,2 mM (concentración de citrato presente en la dispersión inicial). Para un 

volumen de 20 mL de GNS, se masó 4 mg de polietilenglicol con terminales 

sulfhidrilo y amino (SH-peg-NH2) de 5 kDa de peso molecular. Esta masa se 

disolvió en 1 mL de citrato de sodio 1,2 mM y se añadió gota a gota a los 20 

mL de GNS 5 nM bajo agitación magnética en un vaso de precipitado. Se 

dejó reaccionar por 5 horas. Una vez cumplido el tiempo, para eliminar el 

exceso de SH-peg-NH2 que no se quimisorbió sobre la superficie de las GNS 

y para eliminar el citrato de sodio presente en la dispersión inicial, todo el 

volumen se centrifugó en tubos cónicos de 1,5 mL, por 30 min a 16000 g. El 

sobrenadante se descartó y las GNS conjugadas al SH-peg-NH2 (GNS-peg-

NH2) que quedaron en la pella, se redispersaron en el mismo volumen con 
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agua mili Q. Este procedimiento se realizó 3 veces para asegurar la 

eliminación completa de las moléculas en exceso.  

 

 

1.3. Funcionalización del sistema GNS-peg-NH2 con FA o FSH33 

 

 Para funcionalizar el sistema GNS-peg-NH2 con FA o FSH33 se 

procedió a activar los grupos de ácido carboxílico presentes en la molécula 

de FA o FSH33 para hacerlos más reactivos frente a las aminas primarias del 

sistema nanoparticulado. Para esto, se incubó 1 mg de FA o FSH33 en 1 mL 

de tampón MES (ácido 4-morpfolinoetanosulfonico) a pH 5 con el agente 

entrecruzante EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) el cual 

forma un éster intermediario del reactivo O-acilisourea con la molécula de FA 

o FSH33, este éster es fácilmente desplazado vía ataque nucleofílico por 

parte de grupos amina primaria, sin embargo, es inestable en agua por lo que 

en la disolución se agregó el reactivo NHS (N-hidroxisuccinimida) que 

desplaza la molécula de isourea y se establece un éster-NHS con el FA o 

FSH33, el cual es estable en agua y es reactivo frente a aminas primarias. 

Se dejó reaccionar por 15 min bajo ultrasonido y 15 minutos bajo agitación. 

Posteriormente, se agregó el volumen total gota a gota a 20 mL de una 

dispersión de GNS-peg-NH2 5 nM y se dejó incubar por 3 horas. 
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 Una vez transcurrido el tiempo de incubación, todo el volumen se 

centrifugó por 30 min a 16000 g en tubos cónicos de 1,5 mL y se reconstituyó 

la pella en el mismo volumen de agua Milli-Q. Este procedimiento se repitió 

al menos 3 veces para eliminar el exceso de reactivos que no reaccionaron. 

De esta manera se obtuvo el sistema de GNS conjugado con moléculas de 

polietilenglicol y funcionalizado con FA (GNS-FA) o con el péptido FSH33 

(GNS-FSH33).        

 

 

1.4. Recubrimiento con el miR-145 

 

 Se utilizó 1 mL de concentración 1 nM del sistema GNS-FA o GNS-

FSH33 diluido con agua milli Q, al cual se le adicionó 0,5 µL de miR-145 de 

concentración 25µM, se resuspendió y sonicó por 15 min, una vez preparado 

se utilizó inmediatamente para caracterización y para los ensayos in vitro. Se 

obtuvieron dos sistemas, uno que contuvo el miR-145 y otro que se 

funcionalizó con un miR control de secuencia aleatoria, sin blanco molecular. 

Ambos miRs poseen estructura de doble hebra, en donde el miR-145 es de 

23 nucleótidos y el miR control de 21 nucleótidos. Ambos miRs poseen la 

modificación química de adición del fluoróforo CY5 en el extremo 3’ de la 

hebra antisentido.  
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miR scramble 

 

 

miR-145 

 

 

 

Figura 15. Secuencia miR-145 y miR scramble. Secuencia nucleotídica de las hebras 

sentido y antisentido de los miRs utilizados para la funcionalización. 

 

 

1.5. Caracterización fisicoquímica de los sistemas obtenidos 

 

1.5.1. Espectrofotometría de absorción molecular  

 

 Una vez sintetizadas las GNS se procedió a obtener su espectro de 

absorción molecular característico y la banda de absorción plasmónica 

correspondiente al tamaño esperado. Previamente, se determinó el 

coeficiente de extinción molar para este sistema (2,266E8 M-1*cm-1) por lo 

que también fue posible establecer la concentración a la cual se trabaja en 

cada paso de la síntesis. Para las mediciones se utilizó un espectrofotómetro 

UV-VIS Perkin Elmer, modelo lambda UV25, realizando barridos desde 300 

– 800 nm en cubetas de poliestireno de 1 cm de paso óptico, las mediciones 

se realizaron por triplicado. Se tomó una alícuota de 300 µL de dispersión de 
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nanopartícula y se diluyó, para GNS desnudas con 700 µL de citrato de sodio 

1,2 mM (se utilizó esta disolución para no alterar las condiciones en las cuales 

las nanopartículas se encuentran y así no propiciar inestabilidad) y para GNS-

peg-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33 se diluyó con el mismo volumen de agua 

Milli-Q. De esta manera la absorción máxima queda entre los límites de 

linealidad según Lambert-Beer siendo posible estimar la concentración.  

 

 

1.5.2. Dispersión dinámica de la luz 

 

 Para establecer el diámetro hidrodinámico de los nanosistemas 

obtenidos se procedió a realizar determinaciones análisis de dispersión 

dinámica de la luz. Esta técnica hace incidir un láser de 633 nm sobre la 

muestra en estado acuoso, detectando las dispersiones del láser provocadas 

por la interacción con las partículas, de esta manera se correlaciona la 

intensidad de la dispersión de la luz con diámetros de partícula. Las 

mediciones se realizaron en un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern) en 

cubetas de poliestireno, los nanosistemas se diluyeron con citrato de sodio 

1,2 mM o con agua Milli-Q con un factor de dilución de 3,33 para un volumen 

final de 500 µL. Los resultados fueron obtenidos en triplicado con 15 corridas 

cada uno.  
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1.5.3. Microelectroforésis de laser Doppler 

 

 Para determinar la carga superficial (potencial zeta) de las 

nanopartículas se realizaron mediciones de microelectroforésis de laser 

Doopler, la cual se basa en la migración electroforética de los sistemas 

nanoparticulados al enfrentarse a un potencial eléctrico. Se utilizó un equipo 

Zetasizer Nano ZS (Malvern) con cubetas de capilaridad con electrodos de 

oro. Los nanosistemas se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM o agua mili 

Q con un factor de dilución de 3,33 para un volumen final de 1 mL. Las 

mediciones ser realizaron en triplicado con aproximadamente 300 corridas 

cada una. 

 

 

1.5.4. Imagenología de fluorescencia  

 

 Para verificar la funcionalización y recubrimiento de los 

nanosistemas GNS-FA y GNS-FSH33 con el miR-145, los tubos de reacción 

fueron visualizados en el equipo de imagenología In-Vivo FX PRO (Bruker). 

Se observó en modo fluorescencia para fluoróforo Cy5 presente en el miR-

145, con una longitud de onda de excitación de 610 nm y un filtro de emisión 

de 700 nm con un tiempo de exposición de 0,175 segundos. 
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1.5.5. Estimación del recubrimiento de miR-145 

 

 Se realizó una curva de calibración con diferentes concentraciones 

del miR-145 (1,5625-3,125-6,25-12,5-25-50 nM) en triplicado, determinando 

la fluorescencia correspondiente a la sonda Cy5 (Ex: 650; Em:670) acoplado 

a la hebra antisentido del miR. Posteriormente, al funcionalizar el 

nanosistema con el miR-145, un volumen de este se centrifugó a 1500 x g 

durante 60 min, se recuperó el sobrenadante y se determinó la fluorescencia 

en un lector de placas multiscan Biotek excitando a 650 nm y leyendo a 670 

nm. Mediante la sustracción con respecto de la fluorescencia del control de 

miR-145 en solución (25 nM) se estableció la concentración de miR presente 

en la superficie del nanosistema, obteniendo una estimación de la proporción 

del número de moléculas de miR-145 por nanopartícula. 

 

 

1.5.6. Microscopía electrónica de transmisión 

 

 Se utilizó esta técnica para observar la morfología y tamaño de los 

nanosistemas. Se incubó una alícuota de 10 µL de cada nanopartícula diluida 

con citrato de sodio o agua Milli-Q, con un factor de dilución de 3,33 en una 

grilla de cobre recubierta con polímero formvar (resina termoplástica 

polivinílica) para el soporte de la muestra. dejándose secar por 24 h a 
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temperatura ambiente antes de visualizar. Se utilizó, para la visualización un 

microscopio high resolution scanning transmission electron microscope (HR-

STEM) modelo INSPECT-F50, marca FEI. 

 

 

1.5.7. Microscopía de fuerza atómica  

 

 Se tomó una alícuota de 100 µL de nanopartículas diluidas con citrato 

de sodio 1,2 mM o agua mili Q con un factor de dilución de 3,33, a partir de 

una dispersión concentrada de 12 nM y se depositó sobre la superficie de 

una mica recién clivada, dejando evaporar el disolvente por 30 min. Se montó 

la mica con la muestra seca sobre el escáner y se observó la superficie en 

modo tapping (contacto de amplitud modulada intermitente con la muestra) 

con una punta de nitrato de silicio en un microscopio JEOL, modelo JSPM-

4210. Se capturaron imágenes de GNS, GNS-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33, 

registrando las alturas comprendidas entre el fondo de la muestra y la parte 

más alta de las partículas escaneadas, se capturaron un total de 10 imágenes 

por muestra, promediando las alturas obtenidas.  
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2. Evaluación in vitro de la selectividad e incorporación celular de los 

nanosistemas 

  

2.1. Viabilidad celular con los nanosistemas sin miR-145 

 

 Se evaluó la viabilidad celular en las líneas celulares epiteliales de 

cáncer de ovario A2780, SKOV3 y cáncer cérvico uterino HeLa a partir de un 

cultivo celular de confluencia cercana a 70% para todas las líneas celulares. 

Se sembraron 2500 células por pocillo en placas de 96 pocillos el día previo 

a la exposición de los tratamientos. Al segundo día se incubó las células con 

concentraciones crecientes de cada sistema o con una concentración de 1 

nM. Los sistemas ensayados fueron GNS; GNS-peg-NH2; GNS-FA y GNS-

FSH33. Como control de vida se utilizó DMEM/SFB 10% y como control del 

método, SDS 10%. La exposición a los tratamientos fue de 24 h y se procedió 

a realizar el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la 

absorción de formazán a 490 nm, en un lector de placas Biotek, modelo 

Synergy H2. Los datos fueron obtenidos al menos en triplicado, con un n = 

12.  
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2.2. Selectividad celular de los nanosistemas sin miR-145 

 

 Se utilizaron las líneas celulares de células epiteliales de cáncer de 

ovario A2780, SKOV3 y de cáncer cérvico uterino HeLa. Se sembró en placas 

de 24 pocillos un número de 20.000 células por pocillo el día previo a la 

exposición de los tratamientos, manteniendo la proporción de células de 

acuerdo al área de los pocillos de placas de 96 pocillos utilizadas para 

determinar viabilidad celular (donde el área es 8 veces menor). El segundo 

día se incubó las células con una concentración de 1 nM de cada uno de los 

sistemas obtenidos (GNS-peg-NH2; GNS-FA; GNS-FSH33). Se midió por 

espectrofotometría UV-Vis la absorbancia máxima en tiempo cero, es decir, 

luego de aplicar cada tratamiento, registrándola. Este valor se correlaciona 

con la concentración de nanopartículas con la cual se incubó. Luego de 24 

horas de incubación, se tomó una alícuota del sobrenadante y se midió en un 

espectrofotómetro la absorbancia máxima. El porcentaje de incorporación se 

estimó basado en la diferencia de la absorbancia máxima del tiempo cero con 

respecto del tiempo 24 horas.  
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2.3. Incorporación celular de los nanosistemas cargados con miR-145 

 

 Se sembraron 1.000.000 células por pocillo de la línea A2780, en 

placas de 6 pocillos. Se esperó 4 horas para facilitar la adherencia de las 

células al fondo de la placa y se aplicaron los siguientes tratamientos: medio 

DMEM/SFB 10% (control), miR-145 25 nM, GNS-peg-NH2 1 nM, nanoterapia 

1 nM, quimioterapia (paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM) y 

nanoquimioterapia (nanoterapia 1 nM + paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 

µM). Se incubó por 0, 3 y 24h. Las células adheridas se lavaron 3 veces con 

PBS, y luego se agregó 500 µL de HNO3 directamente en el pocillo, 

resuspendiendo y dejando actuar por 15 min. Posteriormente, el volumen fue 

transferido en tubos cónicos de 1,5 mL e incubados por 30 min a 70 °C en 

baño de agua. Finalmente, los tubos se dejaron incubando por 48h antes de 

las mediciones. Para la cuantificación de oro, se preparó una curva de 

calibración con soluciones patrones de oro (Merk) de concentraciones 0,001, 

0,005, 0,01, 0,1, 1 y 10 ppm en HNO3 2% p/v las cuales alcanzaron un 

coeficiente de correlación R2 > 0,99999 y un error estándar relativo <2%. Las 

muestras digeridas fueron diluidas en factores de 10, 100 y 1000 en HNO3 

2% y se procedió a determinar su concentración mediante espectroscopía de 

emisión atómica utilizando un espectrómetro de emisión atómica de plasma 

por microondas MP-AES Agilent® 4100, usando la línea principal para oro en 
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267,595 nm. Las mediciones fueron realizadas en triplicado con un n=3 para 

cada punto.  

 

 

2.4. Cuantificación del miR-145 en células tratadas con los 

nanosistemas 

 

 Se sembraron 500.000 células de la línea A2780 por pocillo, en 

placas de 6 pocillos. Se esperó 4 horas para facilitar la adherencia de las 

células al fondo de la placa y se aplicaron los siguientes tratamientos: medio 

DMEM/SFB 10% (control), miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia 

(paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1 

nM + paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM). Se incubó por 0, 3 y 24h.  En 

cada tiempo final, se descartó el sobrenadante y se lavó con PBS. 

Posteriormente, las células fueron tratadas con 500 µL de reactivo TRIzol®, 

se homogeneizó y se almacenó a -80° C.  

 

 Para la extracción de RNAs totales (>18 nucleótidos) se utilizó el kit 

miRNeasy mini kit (Qiagen). Para esto se descongelaron los tubos a 

temperatura ambiente, se centrifugó a 12000 g a 4° C por 15 min y se 

transfirió la fase acuosa a un tubo colector agregando 1,5 veces el volumen 

en etanol absoluto. Se transfirieron 700 µL sobre la columna de afinidad 
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RNeasy mini column y se centrifugó a 8000 g por 15 seg a temperatura 

ambiente. Luego se agregó 500 µL de buffer RPE y se centrifugó a 8000 g 

por 15 seg, posteriormente se añadió 500 µL de buffer RPE y se centrifugó 

por 8000 g por 2 min. Luego se centrifugó a 16000g por 1 min. Finalmente, 

para obtener los RNAs, se agregó 40 µL de agua libre de RNAsas sobre la 

columna y se centrifugó a 8000 g por 1 min. 

 

 Para realizar la retrotranscripción de los miRNAs obtenidos a cDNA, 

se utilizó el kit miScript II RT (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del 

proveedor, utilizando un termociclador Mastercycler. Para esta reacción se 

utilizó la transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen). A partir de un 

volumen correspondiente a 1 µg de RNA de cada muestra se realizó la 

reacción de retrotranscripción utilizando random primers (Promega) y dNTPs 

en concentración 10 mM (Promega).  

 

 Para la detección y cuantificación del miR145, se utilizó el kit 

miScript SYBR Green qPCR (Qiagen) en un equipo StepOne Real-Time PCR 

(AppliedBiosystems) según instrucciones del proveedor. Como control y 

normalizador se utilizó RNA endógeno RNU6, como control negativo se utilizó 

agua estéril, el volumen final de reacción fue de 12 µL. El programa utilizado 

fue: desnaturación inicial de 15 min a 95° C, seguido por 40 ciclos de 15 seg 
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de desnaturación a 94° C, 30 seg de alineación a 55° C y 30 seg de 

elongación a 70° C. La curva de melting fue realizada entre 60 - 95° C. 

  

 

3. Evaluación in vitro de los efectos celulares y moleculares del 

nanosistema  

 

3.1. Viabilidad celular 

 

 Se evaluó la viabilidad celular en las líneas celulares epiteliales de 

cáncer de ovario A2780. Para esto, a partir de un cultivo celular de 

confluencia cercana a 70% para todas las líneas celulares, se sembraron 

2500 células por pocillo en placas de 96 pocillos el día previo a la exposición 

de los tratamientos. Al segundo día se incubó las células con los siguientes 

tratamientos: GNS-FSH33; GNS-FSH33-miR (nanoterapia), GNS-FSH33-

scramble, miR-145, paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM (quimioterapia) y 

GNS-FSH33-miR-145 + carboplatino/paclitaxel (nanoquimioterapia). Como 

control de viabilidad se utilizó DMEM/SFB 10%, y SDS 10% como control del 

método. La exposición a los tratamientos fue de 3 y 24 h y se procedió a 

realizar el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la 

absorción de formazán a 490 nm. Los datos fueron obtenidos en triplicado, 

con un n = 12. 
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 Además, se realizó el método de exclusión molecular de azul de 

tripán para contabilizar directamente las células vivas posterior a los 

tratamientos. Para esto se sembraron 100000 células en placas de 12 pocillos 

y se trataron con los mismos tratamientos por 3 y 24 h. Se descartó el 

sobrenadante de los pocillos y se lavó con PBS, se tripsinizó y se centrifugó 

a 4000g por 5 min, las células se resuspendieron en medio de cultivo y se 

mezcló igual volumen de células y azul de tripán 4X. Finalmente, las células 

fueron contadas bajo el microscopio óptico, mediante una cámara de 

neubauer. Los datos fueron obtenidos en triplicado, con un n = 3. 

 

 

3.2. Proliferación celular 

 

 Se evaluó la proliferación celular en las líneas celulares epiteliales 

de cáncer de ovario A2780 y SKOV3. A partir de un cultivo celular inicial de 

cada línea celular de confluencia cercana a 70%. Se sembró 2.500 células 

por pocillo en placas de 96 pocillos el día previo a la exposición de los 

tratamientos. Al segundo día se incubó las células con los siguientes 

tratamientos: GNS-FSH33; GNS-FSH33-miR (nanoterapia), GNS-FSH33-

scramble, miR-145, paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM (quimioterapia) y 

GNS-FSH33-miR-145 + carboplatino/paclitaxel (nanoquimioterapia). Como 

control de vida se utilizó DMEM/SFB 10%, y SDS 10% como control del 
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método. La exposición a los tratamientos fue de 24, 48 y 72 horas, y se realizó 

el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la absorción de 

formazán a 490 nm. Los datos fueron obtenidos en triplicado, con un n = 4. 

 

 

3.3. Migración celular 

 

 Se realizaron ensayos de migración celular para la línea celular 

SKOV3 mediante el método de wound healing. Para esto, a partir de un 

cultivo celular inicial de 70% de confluencia, se sembraron 50.000 células por 

pocillo en placas de 96 pocillos con medio DMEM/SFB 10% por 24 horas. Al 

segundo día, se verificó una confluencia de 100%, se retiró el medio de 

cultivo, se lavó con PBS estéril, se cambió por medio DMEM/SFB 1% y se 

agregó cada tratamiento (GNS-FSH33, miR-145, nanoterapia, quimioterapia 

y nanoquimioterapia) dejándose incubar por 24h. Al tercer día se verificó que 

no existieran cambios en la monocapa celular por inspección visual y se 

realizó una herida vertical con una punta estéril de 200 µL en cada pocillo, 

tomando como guía la tapa de la placa de 96 pocillos. Luego se retiró el medio 

de cultivo, se lavó con PBS estéril para remover las células y debris que se 

soltaron luego de la formación de la herida y se renovó con DMEM/SFB 10%. 

Se capturaron imágenes de la herida formada en cada pocillo a tiempo 0, 4, 

8 y 21 horas en un microscopio óptico invertido Olympus U-CMAD3 utilizando 
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una cámara Nikon DS-F12. Posteriormente, las imágenes obtenidas fueron 

analizadas por el software Image J, midiendo la distancia entre las fronteras 

de ambos lados de la herida a cada tiempo, para cada pocillo, tomando como 

referencia la misma imagen en tiempo 0 de cada pocillo como 100% de 

apertura (0% recuperación). Los datos fueron obtenidos en triplicado con un 

n=4. 

 

 

3.4. Liberación de VEGF 

 

 El ensayo de liberación de VEGF se realizó mediante inmunoensayo 

ELISA. Se obtuvieron medios de cultivo de células A2780 incubadas por 0, 3 

y 24h con los tratamientos miR-145, nanoterapia, quimioterapia y 

nanoquimioterapia, los cuales fueron centrifugados a 4000 g por 5 min, antes 

del ensayo. La detección de VEGF se realizó con el kit Quantikine Human 

VEGF Immunoassay (R&D systems DVEOO). Para esto, se agregaron 50 µL 

del diluyente RD1W en cada pocillo, seguido de 200 µL de sobrenadante, la 

placa se cubrió con tiras adhesivas y se incubó por 2 horas a temperatura 

ambiente. Pasado este tiempo, se eliminó el volumen de cada pocillo y se 

lavó con 400 µL de buffer, aspirando como paso final. Se agregó 200 µL de 

conjugado Human VEGF a cada pocillo y se incubó por 2 horas a temperatura 

ambiente, lavando como en el paso anterior. Posteriormente se agregó 200 
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µL de la solución de sustrato a cada pocillo, incubándose por 20 min a 

temperatura ambiente con protección de la luz. Luego se agregó 50 µL de 

solución de stop a cada pocillo.  Las determinaciones de absorbancias fueron 

llevadas a cabo en un lector de placas de 96 pocillos (Biotek EL800) a 450 

nm de longitud de onda. Los datos obtenidos fueron el resultado de muestras 

en triplicado para cada tiempo.  

 

 

3.5. Proliferación de células endoteliales con medios condicionados 

 

 Se evaluó la proliferación celular de la línea endotelial humana 

EA.hy926 luego de ser expuesta a medio condicionado de células de cáncer 

ovárico A2780. Para esto, se trataron células A2780 sembradas en placas de 

24 pocillos por 24 horas con GNS-FSH33, miR-145, nanoterapia, 

quimioterapia y nanoquimioterapia. Luego, el medio condicionado fue 

recolectado y centrifugado a 4000 g por 5 minutos para remover células y 

debris. Este medio fue utilizado para tratar células EA.hy926 por 48 horas, 

sembradas en placas de 96 pocillos con una densidad de 2500 células por 

pocillo el día previo a la exposición a los tratamientos. Cumplido el tiempo de 

exposición, se realizó el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, 

determinando la absorción de formazán a 490 nm. Los datos fueron obtenidos 

en triplicado, con un n = 4. 
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3.6. Ensayo de formación de clones tumorales 

 

 Se evaluó la capacidad clonogénica de células de la línea A2780, 

para esto primero se realizó una curva de crecimiento de clones tumorales 

con concentraciones crecientes de células, determinando el número óptimo 

de células a sembrar para obtener clones cuantificables. Se sembraron 7000 

células por pocillo en placas de 6 pocillos en soft agar, en triplicado, con los 

siguientes tratamientos: medio DMEM/SFB 10% (control), GNS-FSH33, 

GNS-FSH33-Scramble, miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia 

(paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1 

nM + paclitaxel 8 µM + carboplatino 50 µM). Las células se incubaron por 14 

días y se contaron los clones de >100 µm de diámetro formados en cada 

tratamiento mediante microscopia óptica. 

 

 

3.7. Evaluación de los efectos en esferoides tumorales 

 

 Se formaron esferoides tumorales de las líneas SKOV3 mediante el 

método de líquido sobrelapante o liquid overlay technique (LOT). Se 

recubrieron placas de 96 pocillos con 50 µL de agarosa 1,5% en DMEM. A 

partir de células en 70% de confluencia, se sembraron 5000 células (previo 

estudio realizando curvas de crecimiento con diferente número de células 
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inicial, para llegar a obtener esferoides de 500 µm de diámetro en un periodo 

de 4 - 6 días) por pocillo, posteriormente la placa se agitó a 120 rpm por 1,5 

horas en un agitador orbital a 37 °C. Se evaluó la formación y crecimiento de 

los esferoides mediante su visualización en un microscopio óptico invertido 

Olympus U-CMAD3 utilizando una cámara Nikon DS-F12, adquiriendo 

imágenes de cada esferoide a tiempo 0, 3, 6, 7 y 11 días. Al sexto día se 

expuso los esferoides a los tratamientos, que fueron: medio DMEM/SFB 10% 

(control), miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia (paclitaxel 8 µM + 

carboplatino 50 µM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1 nM + paclitaxel 8 µM 

+ carboplatino 50 µM). Los efectos morfológicos fueron evaluados mediante 

microscopía óptica a los 0, 1, 2, 3 y 5 días de tratamiento. Los análisis de las 

imágenes fueron realizados utilizando el software ImageJ, determinando el 

área y el diámetro de cada esferoide a cada tiempo. Al quinto día, se evaluó 

la viabilidad celular en los esferoides intactos con los ensayos de MTS, LDH 

y Anexina V/Ioduro de propidio (IP). 

 

 

3.8. Análisis estadísticos 

 

Todos los grupos de datos obtenidos para los experimentos realizados en 

esta tesis fueron procesados utilizando el programa Graphpad Prism 5.0 para 

obtener las gráficas correspondientes, realizando las pruebas estadísticas no 
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paramétricas de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney para validar diferencias 

significativas entre los tratamientos, según correspondió. Como parámetro de 

significancia se fijó un p valor menor a 0,05 (p<0,05). 
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Capítulo 3: Resultados y discusión 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

1. Obtención y caracterización de GNS de 12 nm, conjugación y 

funcionalización con FA o FSH33 y el miR-145 

 

 Luego de la síntesis de cada sistema, estos fueron caracterizados 

fisicoquímicamente mediante diversas técnicas para dar cuenta de su 

tamaño, diámetro hidrodinámico, morfología, carga superficial, banda de 

absorción plasmónica y los respectivos cambios en estos parámetros, de 

acuerdo con las sucesivas modificaciones químicas en la superficie de la 

nanopartícula. Respecto de la planificación original, se incorporó, además de 

FA como molécula de reconocimiento celular, el péptido de 21 aminoácidos 

FSH33, de secuencia YTRDLVYKDPARPKIQKTCTF, que deriva de la región 

de reconocimiento de la hormona folículo estimulante (FSH) por su receptor. 

Debido a que las células del epitelio ovárico son el único tipo celular que 

posee expresión de este receptor y se ha reportado que en células de cáncer 

ovárico éste se encuentra sobreexpresado [108]; por lo que se presenta como 

un excelente candidato para su utilización como reconocimiento selectivo 

hacia células cancerígenas ováricas. Es así que fueron obtenidos dos 

sistemas distintos para su posterior evaluación como agente transportador 

del miR-145 (GNS-FA y GNS-FHS33) obteniendo los siguientes sistemas a 

caracterizar y evaluar: GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA, GNS-FSH33, GNS-FA-

miR-145 y GNS-FSH-miR-145. 
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1.1. Espectrofotometría de absorción molecular 

 

 Todos los nanosistemas obtenidos presentaron la forma 

característica de espectro de absorción correspondiente a nanoesféras de 

oro; presentando una banda definida de absorción máxima cercana los 520 

nm que se correlaciona con tamaños desde los 10 – 30 nm, según estudios 

previos en la literatura [129]. Las GNS sin conjugar presentaron un pico de 

absorción a los 521 nm, obteniéndose que, a medida que se conjugó con 

moléculas en su superficie, se registró un corrimiento batocrómico del pico 

máximo de absorción, de esta manera, podemos observar que para GNS-

peg-NH2; GNS-FA y GNS-FSH33 las bandas de absorción máxima fueron 

522, 525 y 527 nm respectivamente (figura 16). Asimismo, es posible 

correlacionar las bandas en 258 y 328 nm para el FA en el sistema GNS-FA 

y la banda a 260 nm para el péptido FSH33. Amendola et al propusieron que 

el efecto del corrimiento del pico máximo hacia el lado rojo de espectro de 

absorción luego de la conjugación, sucede debido a que la incorporación de 

moléculas sobre las GNS aumenta la constante dieléctrica alrededor de la 

superficie de las partículas, lo que conlleva a la generación de canales de 

relajación posteriores a la excitación del plasmón [130]. Este corrimiento en 

el pico de absorción se condice con el aumento en el diámetro hidrodinámico 

de la partícula, pudiendo utilizarse como herramienta predictiva del curso de 

la conjugación y verificar la incorporación de las moléculas orgánicas en la 
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superficie de la nanopartícula. Por lo tanto, es posible aseverar que el 

corrimiento batocrómico en la absorción de cada nanositema, se correlaciona 

con la incorporación de cada molécula en la superficie del nanomaterial. 

 

 La concentración de GNS en estado coloidal se puede determinar 

mediante espectrofotometría UV-Vis [131] debido a que la absorbancia del 

pico máximo del plasmón superficial, tiene un comportamiento lineal respecto 

de la concentración. En nuestro grupo de laboratorio se reportó previamente 

la relación entre el pico de absorbancia máxima de diferentes diluciones de 

GNS respecto de la concentración experimentalmente obtenida, 

determinándose el coeficiente de extinción molar para la síntesis de estas 

nanopartículas (2,266E8 M-1*cm-1) [117], por lo tanto, es posible obtener la 

concentración de una suspensión coloidal de GNS integrando el valor de 

absorbancia obtenida en la fórmula de Lambert-Beer. Para las GNS 

sintetizadas, se obtuvo que, luego de la determinación espectrofotométrica 

de las unidades de absorbancia de la síntesis de GNS sin conjugar, el cálculo 

arrojó una concentración inicial de 12 nM de GNS, el cual fue tomado como 

referencia para los experimentos posteriores, realizando la misma 

metodología de cuantificación.  
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Figura 16. Espectrofotometría UV-Vis. Espectros de absorción molecular para todos los 

sistemas obtenidos y tabulación de los picos principales de cada nanosistema. 

 

 

1.2. Dispersión dinámica de la luz  

 

 Para determinar el diámetro hidrodinámico de las GNS obtenidas, 

se procedió a realizar análisis de dispersión dinámica de la luz. Esta técnica 

hace incidir un láser de 633 nm sobre la muestra en suspensión, detectando 

las dispersiones del láser provocadas por la interacción de la luz con las 

partículas, de esta manera se correlaciona la intensidad de la dispersión con 

el diámetro hidrodinámico de la partícula [132]. Las mediciones se realizaron 

en un equipo Malvern Nano ZS en cubetas de poliestireno, las GNS sin 

400 600 800 1000

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

A
b

s
o

rb
a

n
c
e

Wavelength (nm)

 GNS

 GNS-peg

 GNS-peg-FA

 GNS-peg-FSH33



83 

 

conjugar se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM, para mantener su 

estabilidad coloidal y los sistemas GNS-peg-NH2; GNS-FA, GNS-FA-miR-

145, GNS-FSH33 y GNS-FSH33-miR-145 se diluyeron con agua Milli-Q con 

un factor de dilución de 3,33. Los resultados se presentan como porcentaje 

de nanopartículas que se encuentran en un tamaño determinado. Los datos 

fueron obtenidos con un promedio de 45 mediciones (n = 3). Para las GNS 

sin conjugar se obtuvo un valor promedio de 12 nm de diámetro 

hidrodinámico, con una distribución homogénea (figura 17 A), tal como se ha 

reportado para esta metodología de obtención [133, 134]. Se observó que al 

conjugar las GNS con SH-peg-NH2 el diámetro hidrodinámico aumentó a 25 

nm; esto indica la incorporación de estas moléculas sobre la superficie de la 

nanopartícula (figura 17 B), generando una capa molecular de 6,5 nm de 

espesor, lo cual se condice con lo reportado para pegilaciones con 

polietilenglicol de peso molecular de 5Kda sobre GNS de 13 nm, que 

demuestran la incorporación de una capa entre 5 y 7 nm de espesor [135]. Al 

funcionalizar este sistema con moléculas como FA y el péptido FSH33, se 

evidenció que el diámetro hidrodinámico aumentó hasta 30 y 35 nm 

respectivamente, lo cual se correlaciona con la incorporación de una nueva 

especie molecular sobre la superficie del nanosistema (figura 17 C). La 

diferencia entre el promedio del diámetro hidrodinámico para el nanosistema 

con FA respecto del sistema con FSH33 (figura 17 D) se explica debido a que 

el péptido posee un tamaño y peso molecular superior al FA (441,4 g/mol 
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para FA vs 2543,94 g/mol para FSH33). Al incorporar las moléculas de miR-

145 en los nanosistemas, el tamaño aumentó, para GNS-FA y GNS-FSH, en 

125 nm y 134 nm, respectivamente (figura 17 E, F). Lo cual da cuenta del 

proceso de incorporación del miR en la superficie del nanosistema. Este 

aumento de tamaño se explica, en parte, debido a que el peso molecular del 

miR-145 es elevado (15.258,5 g/mol) y, además, posiblemente estén 

ocurriendo fenómenos de agregación primaria, provocados por la presencia 

del miR, el cual posee carga neta negativa a lo largo de su estructura de doble 

hebra, lo que podría atraer a dos o más nanopartículas con carga levemente 

positiva y formar una estructura de tamaño mayor (figura 18). La obtención 

de este tamaño final de partícula o agregado es favorable para la llegada del 

nanosistema hacia las células cancerígenas, debido a que se encuentra 

dentro del tamaño propicio para traspasar a través de las fenestraciones 

ocurridas en el endotelio vascular tumoral, característica principal del efecto 

EPR, cuyos espacios representan tamaños desde 100 nm hasta inclusive 4 

µm [136]. No obstante el amplio rango de tamaño en las fenestraciones 

vasculares, los nanosistemas deben ser capaces de ser internalizados en las 

células tumorales. Se ha descrito que existen diversos mecanismos de 

endocitosis celular; la endocitosis mediada por clatrinas, internalizando a 

partículas menores a 200 nm y endocitocis mediada por caveolina, que 

endocitan partículas mayores a 200 nm [137]. Por lo tanto, los nanosistemas 

obtenidos, son óptimos para hacer uso del efecto EPR y traspasar desde la 
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sangre hacia el intersticio tumoral, así como, para ingresar mediante 

endocitosis, probablemente mediante un mecanismo basado en clatrinas.  

 

 

Figura 17. Cambios en el diámetro hidrodinámico del nanosistema. Luego cada modificación 

estructural de adición molecular, el nanosistema de base comienza con 12 nm aumentando su 

tamaño hasta 125 y 135 nm para GNS-FA-miR145 y GNS-FHS33-miR145, respectivamente.  
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Figura 18. Resumen de los diámetros hidrodinámicos obtenidos para cada nanosistema. 

Para todos los valores el índice de polidispersidad se encontró <0,3) 

 

1.3. Microelectroforésis de laser Doppler 

 

 Para determinar la carga superficial de las nanopartículas, se 

realizaron mediciones del potencial zeta mediante microelectroforésis de 

laser Doppler, técnica que se basa en la migración electroforética de los 

sistemas nanoparticulados al enfrentarse a un potencial eléctrico. Para las 

mediciones se utilizó un equipo Malvern Nano ZS con cubetas de capilaridad 

con electrodos de oro. Las GNS se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM en 

un factor de dilución de 3,33 y los sistemas GNS-peg-NH2; GNS-FA, GNS-

FA-miR-145, GNS-FSH33 y GNS-FSH33-miR-145 se diluyeron con el mismo 

factor de disolución en agua Milli-Q. Las mediciones se realizaron en 

triplicado con aproximadamente 300 repeticiones.  
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 Los resultados indican que las GNS poseen una carga superficial 

negativa de -39 mV de magnitud (figura 19 A). Este valor se correlaciona con 

la carga que presentan las moléculas de citrato de sodio debido a la presencia 

de grupos oxidrilos en su estructura, los cuales se encuentran estabilizando 

el coloide. Al conjugar con polietilenglicol, la carga superficial cambia de 

polaridad, registrando un valor neto positivo, de magnitud 18 mV (figura 19 

B). Esto se explica debido a que los grupos amina presentes en la molécula 

quedarían expuestos hacia el solvente, los cuales se encuentran protonados 

debido a que el pH de la solución es 5, muy por debajo del valor pKa de las 

aminas del polietilenglicol (9-10).  

 

 Al funcionalizar con FA, el sistema GNS-FA mantiene el valor 

positivo, con una magnitud de 20 mV (figura 19 C), esto debiéndose a que la 

molécula posee un grupo amina que también otorga carga positiva al sistema. 

Cuando el nanosistema se funcionalizó con el péptido FSH33, el valor de 

potencial Z también se mantuvo positivo, con una magnitud de 18 mV (figura 

19 D). Esto, ya que el péptido FSH33 posee un punto isoeléctrico de 10 y a 

pH 5 (pH de la suspensión) los grupos básicos de su estructura (2 argininas 

y 3 lisinas) se encuentran protonados. Cabe hacer notar que los valores 

positivos de carga superficial de los sistemas previos a la funcionalización 

con las moléculas de miRs, son adecuados para la interacción electrostática 

con los grupos negativos de la doble hebra de miR, lo cual se correlaciona 
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con el aumento en el tamaño del nanosistema en las gráficas de diámetro 

hidrodinámico por DLS (Figura 17). Una vez que se incorporan los miRs en 

el sistema, se observa un cambio en la magnitud del potencial zeta, el cual 

varía desde 20 mV hasta 1,97 mV para el sistema GNS-FA-miR y desde 18 

mV hasta 3,17 mV para el sistema GNS-FSH33-miR (Figuras 19 E, F y figura 

20). Ambos valores de carga son favorables, debido a que al acercarse a la 

neutralidad no generarían absorciones inespecíficas con proteínas del 

plasma o suero, reportadas para nanopartículas con carga positiva [138]. 

Además, al ser levemente positivos podrían genera contactos con las 

membranas celulares promoviendo la interacción ligando-receptor entre el FA 

o FSH33 y sus receptores celulares. 
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Figura 19. Cambios en el potencial Z de cada nanosistema. Luego cada modificación 

estructural de adición molecular, el nanosistema de base presenta carga negativa de -39 mV, 

cambiando su carga hasta 2 y 3 mV para GNS-FA-miR145 y GNS-FHS33-miR145, 

respectivamente. 
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Figura 20. Resumen de los potenciales Z obtenidos para cada nanosistema. 

 

 

1.4. Estimación del recubrimiento de miR-145 

 

 1.4.1. Imagenología de fluorescencia 

 

 Debido a que los miRs se encuentran marcados con el fluoróforo 

CY5, luego de la reacción de funcionalización con los sistemas GNS-FA y 

GNS-FSH33, se procedió a determinar la presencia de fluorescencia en la 

dispersión. En la imagen obtenida mediante el equipo In-Vivo FX PRO, se 
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aprecia que ambos sistemas (GNS-FA-miR-145 y GNS-FSH33-miR-145) 

presentan una disminución de la fluorescencia con respecto a la misma 

concentración del miR-145 en solución. Esto se explica debido a que, luego 

de la funcionalización, probablemente existen interacciones fisicoquímicas 

entre las moléculas del miR (cargadas negativamente) y el nanosistema 

GNS-peg-NH2 (cargado positivamente), como ha sido descrito para 

nanosistemas conjugados con moléculas positivas como cisteamina y su 

interacción con RNAs [123, 139], por lo tanto, las moléculas de miR se 

acumulan en la superficie de la nanopartícula provocando un efecto de 

apagamiento de la fluorescencia, posiblemente debido a interacciones del 

tipo π-stacking entre los grupos aromáticos de la molécula fluorescente y la 

superficie de la nanopartícula [140]. La acumulación de moléculas de miR 

sobre la superficie de la nanopartícula se correlaciona con el aumento en el 

diámetro hidrodinámico (figura 18) y el cambio en la carga superficial del 

nanosistema (figura 20). Por lo tanto, en primer lugar, este fenómeno indica 

que existe interacción entre las moléculas del miR y el nanosistema, lo que 

es indicativo de que la funcionalización se ha llevado a cabo. Además, al 

cuantificar la intensidad de fluorescencia de los sistemas se obtiene un 

apagamiento de un 73% para el sistema GNS-FA-miR-145 y un 71% para el 

sistema GNS-FSH33-miR-145 o, dicho de otra manera, una intensidad de 

fluorescencia de un 27 y un 29%, respectivamente, en relación con el miR-

145 libre. De esta forma, al ser la intensidad de fluorescencia un fenómeno 
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lineal en cuanto al aumento de la concentración y, al considerar que la 

fluorescencia que es emitida por las moléculas del miR corresponde a 

aquellas moléculas que se encuentran en estado libre en solución, es posible 

establecer que luego de la funcionalización existe un 71 - 73% de unión del 

miR a las nanopartículas, lo que corresponde a 18 moléculas de miR-145 por 

cada nanopartícula (figura 21). 

 

 

 

Figura 21. Recubrimiento por miR-145. A) Imagen de fluorescencia de los sistemas 

funcionalizados con miR-145; B) gráfica de cuantificación de la intensidad de fluorescencia para 

cada sistema; C) tabulación de la intensidad de fluorescencia obtenida y porcentajes de 

recubrimiento. 

A B 

C 
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1.4.2. Cuantificación de miR-145 por espectroscopía de fluorescencia 

 

 Se estimó la cantidad de miR145 sobre la superficie de la 

nanopartícula. Para esto, se realizó una curva de calibración con 

concentraciones crecientes de miR145, obteniendo una linealidad 

analíticamente adecuada (figura 22 A). Luego de la incubación de los 

nanosistemas GNS-FA y GNS-FSH33 con el miR145, se centrifugó y se 

recuperó el sobrenadante libre de nanopartículas, se determinó la intensidad 

de fluorescencia y se calculó su concentración utilizando la ecuación de la 

recta de la curva de calibración. De manera indirecta, por sustracción 

respecto de la cantidad original incubada de miR145 y considerando una 

concentración inicial de nanoesféras de 1 nM, se calculó el número de 

moléculas de miR145 sobre cada nanopartícula, obteniendo un número de 

18 moléculas por nanopartícula para cada nanosistema (figura 22 B), lo cual 

confirma resultado obtenido en el ítem 1.4 (figura 21). Es interesante que 

tanto el sistema GNS-FA como GNS-FSH33 puedan transportar 18 

moléculas de miR, no obstante, probablemente esto se debe a que la carga 

superficial de ambos sistemas es muy cercana (20 y 18 mV), por lo que 

tendrían capacidades similares de interacción con los grupos fosfato del miR. 

 

 En la literatura se han reportado diversos nanosistemas para el 

transporte de moléculas cortas de RNAs interferentes, tal como siRNAs o 
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miRNAs, sin embargo, en pocos estudios profundizan en cuanto a la 

densidad de carga por nanopartícula [123, 141, 142]. En un estudio realizado 

por Epanchintseva et al, cuantifican la densidad de siRNA sobre 

nanopartículas de oro de 13 nm, encontrando densidades cercanas a las 100 

moléculas por nanopartícula, cuyo número sería dependiente de la 

concentración de sales presentes en la dispersión, para una metodología de 

unión no-covalente, como en esta tesis [143]. En contraste, en otro trabajo 

reportado por Crew et al, se logran densidades de carga entre 10 y 25 

moléculas de miRNAs para nanopartículas de oro de 13 nm de diámetro, 

utilizando conjugación covalente mediante la unión de grupos sulfhidrilos de 

miRNAs modificados [144]. Al realizar un cálculo teórico grueso respecto del 

límite de carga de miRNAs por GNS, considerando que el área superficial de 

una GNS de aprox. 452 nm2 y el área de una molécula de miRNAs es 17,5 

nm2 (2,5 nm de ancho x 7 nm de largo) [145], obtenemos que, para 

nanopartículas de 12 nm, con una disposición acostada de las moléculas de 

miRNA sobre su superficie, se llega a un número teórico máximo de 25 

moléculas de miRNA por GNS, lo que se correlaciona con el número de miRs 

por GNS determinado en esta tesis. En cualquier caso, el número de 

moléculas de miRNA por GNS, dependerá de diversos factores, como las 

funcionalizaciones previas del nanosistema, su carga superficial, la 

metodología de conjugación al miRNA, la fuerza iónica y las proporciones 

iniciales de reacción utilizadas, entre otros. 
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Figura 22. Cuantificación del recubrimiento de miR145. A) Curva de calibración de diferentes 

concentraciones de miR145 con respecto a la fluorescencia del fluoróforo CY5 presente en la 

molécula. B) determinación del recubrimiento del nanosistema por miR45 mediante 

determinaciones del sobrenadante. 

 

 

1.5. Microscopía electrónica de transmisión 

 

 Se evidenció por micrografías TEM el tamaño y la morfología de 

todos los sistemas (GNS; GNS-peg-NH2; GNS-FA; GNS-FA-miR145, GNS-

FSH33 y GNS-FSH33-miR145). De las imágenes representativas obtenidas 

se extrae que la morfología de las nanopartículas obtenidas es del tipo 

esferoide para todos los nanosistemas, y los tamaños encontrados son 

concordantes con los datos obtenidos desde el análisis de DLS (figura 23).  
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Figura 23. Micrografías de TEM para los nanosistemas. Se observa la morfología de los 

sistemas GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA, GNS-FSH33, GNS-FA-miR145 y GNS-FSH33-miR145. 

 

1.6. Microscopía de Fuerza Atómica 

  

 Mediante microscopía de fuerza atómica se determinó el tamaño y 

altura de los diferentes nanosistemas con respecto al sustrato (mica). 

Observamos que existe correlación en cuanto al grado de funcionalización y 

el aumento en la altura de sistema, que correspondería al diámetro de 

partícula. Para las nanoesféras sin funcionalizar, la altura registrada por el 

equipo fue de 10 nm; para GNS-peg-NH2 se registraron alturas de 12 nm; 

para el sistema GNS-FA, 13 nm y para GNS-FSH33 14 nm (figura 24). Lo 
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que concuerda con el aumento en el tamaño de los sistemas conforme a las 

mediciones realizadas por DLS. No obstante, la magnitud de los tamaños 

determinados no es la misma, ya que se debe considerar que la 

determinación del tamaño mediante AFM corresponde al diámetro físico, en 

tanto, la determinación mediante DLS, corresponde al diámetro 

hidrodinámico. Además, las alturas obtenidas por AFM son determinadas en 

una muestra seca, por lo que el componente polimérico u orgánico que se 

encuentra recubriendo la superficie de las nanopartículas no se encuentra en 

su estado elongado como en una suspensión liquida, sino directamente sobre 

la superficie de las nanopartículas de manera superpuesta, lo cual disminuye 

el diámetro hidrodinámico determinado por DLS, concordando con lo 

encontrado en la literatura [146]. 

 

Figura 24. Micrografías de AFM para los nanosistemas. Se observan las alturas de los 

nanosistemas GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33. 
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2. Evaluación in vitro de la selectividad e incorporación celular de los 

nanosistemas 

 

2.1. Viabilidad celular con los nanosistemas sin miR-145 

 

 Se realizaron ensayos de viabilidad celular en la línea celular de cáncer 

cérvico uterino, HeLa, y en las líneas de cáncer ovárico A2780 y SKOV3, 

exponiendo por 24 horas a una concentración de 3,2 nM de cada sistema 

nanoparticulado (GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33) sin la presencia 

del miR145, con el objetivo de evaluar si los nanosistemas que serán 

funcionalizados con el miR145 presentan características tóxicas para las células. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, no hubo diferencias significativas con 

respecto al control, por lo tanto, ningún nanosistema ejerció efectos sobre la 

viabilidad celular en las tres líneas evaluadas (figura 25). Debido a la baja 

reactividad de las nanopartículas de oro y su baja toxicidad, estos resultados 

entran en concordancia con lo reportado en la literatura, que demuestran que las 

GNS obtenidas mediante la metodología planteada por Turkevich et al., 

presentan reducida toxicidad in vitro incluso en tamaños pequeños como 3,5 nm 

o en altas concentraciones [147-149]. Al funcionalizar la superficie de la GNS, se 

modifican las características fisicoquímicas del nanosistema, ante esto, se ha 

reportado que las conjugaciones con polietilenglicol reducen los efectos tóxicos 

tanto in vitro como in vivo, debido a la capacidad de disminuir las interacciones 
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con otras especies moleculares, como proteínas que pudieran favorecer la 

incorporación celular o con la misma superficie celular [150, 151]. En otros 

sistemas nanoparticulados como nanopartículas de sílice, se ha demostrado que 

la incorporación de FA reduce la toxicidad celular tanto in vitro como in vivo, en 

comparación con nanopartículas funcionalizadas con peg-NH2 [152]. De la misma 

manera, se ha utilizado el péptido FSH33 para disminuir la citotoxicidad de 

formulaciones co-poliméricas de nanopartículas [153]. Ambas moléculas, FA y 

FSH33, interaccionan con los receptores correspondientes en líneas celulares de 

cáncer ovárico, demostrándose su utilidad en la entrega de fármacos hacia 

células ováricas [154, 155], por lo tanto aumentarían la captación celular de los 

nanosistemas, no obstante, los resultados obtenidos no demuestran efectos en 

la viabilidad celular.   

 

 

 

 

Figura 25. Ensayo de viabilidad celular realizado en células HeLA, A2780 y SKOV3. Se 

utilizó el método colorimétrico MTS. Los resultados fueron obtenidos en triplicado con un n = 10. 

Barras de error: desviación estándar. 

 

 



100 

 

2.2. Selectividad celular de los nanosistemas sin miR145 

 

 Se evaluó la capacidad de los nanosistemas funcionalizados con ácido 

fólico y con el péptido FSH33 de interactuar de manera selectiva con células de 

cáncer de ovario, para esto se determinó la presencia de nanopartículas de oro 

en las líneas celulares HeLa, A2780 y SKOV3 luego de su incubación por 24 

horas. El parámetro de medición se estableció como incorporación celular, por 

medio de espectrofotometría, debido a que la metodología empleada para este 

ensayo no permite establecer si los nanosistemas se encuentran dentro de la 

célula o en el confinamiento de la membrana celular.  

 

Luego de ser incubados los nanosistemas a una concentración de 3,2 nM, 

se observó que, en células HeLa, estos presentan una baja incorporación, con 

porcentajes cercanos al 1% de la concentración incubada. No obstante, tanto en 

células A2780 como en SKOV3, observamos que para todos los sistemas 

evaluados existe un aumento significativo en la incorporación. En la línea celular 

A2780, el sistema GNS-FA aumentó 3,9 veces, mientras el sistema GNS-FSH33 

lo hizo en 7,2 veces, respecto de lo detectado para la línea celular HeLa. 

Asimismo, en la línea SKOV3 los sistemas GNS-FA y GNS-FSH33 aumentaron 

su incorporación en 5,6 y 9,7 veces, respectivamente (figura 26). Estos 

resultados se explican debido al posible reconocimiento de los receptores para 

cada molécula de direccionamiento presente en ambos nanosistemas (FA o 
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FSH33) en donde se destaca la mayor incorporación del nanosistema conjugado 

con el péptido FSH33.  

 

Las células del ovario son las únicas que presentan receptores de 

membrana para la molécula FSH [108]; estos receptores se encuentran 

sobreexpresados en cáncer de ovario [109], al igual que el receptor para FA [105] 

y en las líneas celulares A2780 y SKOV3 [110, 156, 157]. Por lo tanto, existe una 

correlación positiva entre la presencia de estos receptores y la incorporación 

estos nanosistemas en las líneas celulares de cáncer de ovario, tal como se ha 

reportado para nanosistemas conjugados FA o FSH en otros estudios [154, 155].  

 

La incorporación celular es de alta relevancia para obtener un 

direccionamiento selectivo de la carga de miR-145 hacia las células de cáncer 

ovárico para hacer más eficiente su entrega y por lo tanto el efecto molecular 

producido.  

 

A partir de estos resultados se seleccionó para los experimentos 

posteriores, el nanosistema GNS-FSH33 para cargar el miR-145 y ser utilizado 

como nanoterapia, debido a que éste evidenció la mayor incorporación celular en 

las sin afectar la viabilidad celular. 
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Figura 26. Evaluación de la selectividad celular de los nanosistemas mediante el 

porcentaje de incorporación celular. Se evaluó mediante la absorbancia de la banda 

plasmónica correspondiente a los sistemas de GNS, en el sobrenadante de los cultivos de células 

HeLa, A2780 y SKOV3, estudiados luego de 24 horas de exposición a concentración 3.2 nM. Los 

datos fueron obtenidos en triplicado; n = 3; barras de error = desviación estándar. 

 

 

2.3. Internalización de la nanoterapia en células ováricas 

 

 Se denominará en adelante al nanosistema GNS-FSH33-miR145 como 

“nanoterapia”, la quimioterapia convencional como “quimioterapia” y la exposición 

a ambos tratamientos como “nanoquimioterapia”.  

 

Se evaluó la internalización celular de la nanoterapia, cuantificando oro 

atómico en células tratadas, mediante espectroscopía de emisión atómica. Para 

esto se incubaron células A2780 en placas de 6 pocillos por 3 y 24 h con medio 

DMEM/SFB 10% como control, miR-145 25 nM, GNS-peg-NH2 1 nM como 

nanosistema control, nanoterapia 1 nM, quimioterapia y nanoquimioterapia. A 

cada tiempo final, las células fueron lavadas con PBS y se llevó a cabo la 
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digestión de las nanopartículas internalizadas, directamente en el pocillo, 

agregando 500 µL de HNO3 por 15 min, posteriormente incubando a 70° C por 

30 min y finalmente incubando por 48h a temperatura ambiente. Para determinar 

la concentración de oro para cada tratamiento, se realizó una curva de calibración 

con patrones de concentración conocida (figura 27 A). Luego, cada muestra se 

diluyó hasta llegar a una concentración de 2% de HNO3 y se procedió a la 

determinación de concentración de oro.  

 

Los resultados obtenidos dan cuenta de que las células tratadas con 

nanopartículas (nanosistema control, nanoterapia y nanoquimioterapia) 

presentaron concentraciones de oro significativamente mayor al control sin tratar, 

indicando que las GNS fueron internalizadas en las células tratadas. Luego de 3 

h de exposición a la nanoterapia, las células presentaron una concentración de 

0,4 ppm de oro, mientras que al comparar la incorporación de la nanoterapia con 

el nanosistema control GNS-peg-NH2, se evidencia que la nanoterapia se 

internalizó 3 veces más, por lo tanto, siendo más selectiva. Esto se explica debido 

a la estructura molecular de cada sistema; el sistema GNS-peg-NH2 presenta una 

amina primaria en su extremo, de carga positiva de 18 mV (Figura 19 B) que 

favorece la entrada a las células por interacción electrostática con las cargas 

negativas de los grupos fosfato presente en los fosfolípidos de la membrana 

celular, mostrando en consecuencia una concentración de 0,13 ppm en las 

células, en tanto, la nanoterapia presenta carga neta cercana a la neutralidad, de 
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3 mV (figura 19 F), en comparación con el sistema GNS-peg-NH2, esta carga no 

favorece el ingreso celular mediante interacción electrostática, sin embargo, la 

mayor concentración encontrada en las células se debe a que la nanoterapia 

presenta en su extremo el ligando FSH33, que reconoce al receptor de FSH 

sobreexpresado en A2780, facilitando el ingreso hacia la célula posiblemente 

mediante endocitosis mediada por receptor, como se ha reportado previamente 

[105]. En cuanto a la incubación con nanoquimioterapia, se obtuvo que la 

quimioterapia no desfavoreció la incorporación celular de la nanoterapia, 

obteniendo una concentración de oro comparable, haciendo viable la 

administración de las terapias en conjunto.  

 

Luego de 24 h de exposición, la concentración de oro disminuyó en cerca 

de la mitad para todos los tratamientos con nanopartículas. Esto puede deberse 

a que las nanopartículas internalizadas están siendo expulsadas de la célula 

mediante mecanismos de excreción celular, tales como exocitosis, difusión o 

secreción mediante vesículas extracelular [158, 159]. Así, la internalización de la 

nanoterapia en las células es rápida, obteniendo un tiempo de mayor 

incorporación a las 3 h de exposición a los nanosistemas, de acuerdo con los 

tiempos evaluados (figura 27). Esto se condice con lo reportado en la literatura, 

en donde se ha estudiado que la internalización y tráfico del receptor de FSH, 

sigue un modelo de endocitosis mediado por clatrinas [160], que puede ser el 

camino utilizado para la ingreso de la nanoterapia a la célula, lo que se 
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correlaciona además con los tiempos de internalización alcanzados para 

nanopartículas de <200 nm, estimado en 30 minutos, siguiendo una ruta de 

endocitosis clatrina-dependiente [137]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Cuantificación de la incorporación celular de la nanoterapia. A) Curva de 

calibración de oro atómico. B) Cuantificación de oro en células A2780 a las 3 y 24h. Los datos 

fueron obtenidos en triplicado; n = 3; barras de error = desviación estándar. 
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 2.4. Cuantificación del miR-145 en células tratadas con nanoterapia 

 

 Para evaluar la transfección del miR entregado mediante nanoterapia, se 

cuantificó el miR-145 en células A2780 luego de 0, 3 y 24 horas de incubación, 

mediante qRT-PCR utilizando partidores específicos para el miR-145 y 

normalizando con el RNA nuclear RNU6. Los tratamientos efectuados fueron 

nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, control sin tratar, para evaluar el 

nivel basal de expresión de miR-145, control con incubación de miR-145 sin 

agente de transfección, para evaluar el efecto en un contexto similar al in vivo, 

en donde no es posible la utilización de agentes de transfección tradicionales 

como lipofectamina o similares debido su toxicidad y amplia distribución. 

 

Los resultados indican que los niveles de miR145 para el control sin tratar 

entre 0 y 3 h no fueron significativamente diferentes (resultado no mostrado). En 

tanto, luego de 3 h de exposición de las células al nanosistema, el nivel de miR-

145 en células tratadas con nanoterapia y con nanoquimioterapia fue hasta 20 

veces mayor, en comparación con las células tratadas con el miR-145 libre o con 

el control de células no tratadas. En tanto, luego de 24 horas de incubación, la 

presencia de miR-145 en las células tratadas con nanoterapia fue de 2,3 veces 

mayor en comparación con el control y, para las células tratadas con 

nanoquimioterapia de 6,1 veces mayor. En ambos tiempos (3 y 24 h), no hubo 

diferencias significativas entre los tratamientos nanoterapia y nanoquimioterapia 
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respecto de los niveles de miR-145 (figura 28), lo que indica que la quimioterapia 

administrada en conjunto con la nanoterapia no interfiere en el mecanismo de 

ingreso celular de esta última, pudiendo potenciar o sumar los efectos celulares.  

 

Es así como, los resultados obtenidos dan cuenta de que la nanoterapia 

es efectiva para vehiculizar el miR-145 hacia el interior de la célula, 

encontrándose estos miRs disponibles para su cuantificación. A su vez, la 

incorporación celular del miR-145 transportado por la nanoterapia sucede a 

intervalos cortos de tiempo, obteniendo que a las a las 3 h de incubación se 

cuantificaron los mayores niveles de miR-145 celular en los tiempos evaluados 

(figura 28), lo cual se encuentra en línea con el mayor nivel de oro intracelular 

cuantificado a este tiempo, aseverando la incorporación celular de la nanoterapia 

en tiempos acotados (figura 27).  

 

La disminución en los niveles de miR-145 luego de 24 horas de incubación 

pueden ser producto de procesos de degradación enzimática del miR al interior 

de las células, mediante modificaciones en los extremos 3’ por adición o remoción 

de nucleótidos [161, 162]. Asimismo, se han demostrado mecanismos de 

degradación target-dependientes, mediados por la interacción del miRNA con sus 

mRNA targets, en específico para el caso de los mRNA targets con alto grado de 

complementariedad con los miRNAs, se ha observado que promueve 

potentemente su degradación mediante el corte en su estructura por la enzima 
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AGO2 [163-165]. En un estudio realizado por Marzy et al, se evidenció que 

existen diversas dinámicas de degradación de miRNAs con tiempos de vida 

media (T½) de 24h o incluso menor, obteniendo T½ de entre 4 – 14h, lo que 

puede explicar la disminución en los niveles del miR145 hasta las 24 h de 

incubación. 

 

Figura 28. Cuantificación de miR145 en células tratadas con la nanoterapia. Niveles 

normalizados de miR-145 en células tratadas con miR-145 libre, nanoterapia, quimioterapia y 

nanoquimioterapia, evaluado a las 3 y 24h, graficas izquierda y derecha, respectivamente. 

*=p>0,05 con respecto del control miR-145; n = 4; barras de error = desviación estándar. 

 

 

3. Evaluación vitro de los efectos celulares y moleculares de la 

nanoterapia 

 

3.1. Viabilidad celular 
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 Se evaluó la viabilidad celular en las líneas de cáncer ovárico A2780 y 

SKOV3 mediante los ensayos de MTS y exclusión molecular con azul de tripán. 

Con el objetivo de evidenciar posibles efectos citotóxicos agudos de corto tiempo, 

las células se incubaron por 3 horas con los tratamientos de nanoterapia y 

nanosistemas controles. Esto, ya que en este tiempo cuantificó el mayor ingreso 

celular de la nanoterapia (figuras 27 y 28). Los resultados indican que para ambas 

líneas celulares los tratamientos incubados no ejercieron efectos en la viabilidad 

celular, para ambos métodos ensayados (figura 29). La mayoría de los ensayos 

de viabilidad se evalúan en largos periodos de exposición, normalmente desde 

las 24h en adelante, sin embargo, debido a la naturaleza de los nanosistemas, 

es posible detectar efectos importantes si los nanosistemas logran ingresar a las 

células en el corto tiempo de incubación, como ha sido reportado anteriormente 

[166, 167]. Los resultados obtenidos son contrastantes respecto de los tiempos 

de mayor ingreso a las células de la nanoterapia, lo que puede sugerir, que la 

mera incorporación de los nanosistemas al interior de las células no genera 

alteraciones en la viabilidad celular y los mecanismos de citotoxicidad aun no 

reflejan sus efectos. Esto debido a que probablemente los sistemas moleculares, 

tanto para la quimioterapia, como aquellos de inhibición de RNA mensajeros, por 

parte del miR145, están siendo activados y aún no ejercen un efecto celular 

detectable a las 3 horas de incubación. Por lo que se hace necesario evaluar los 

efectos a tiempos mayores. En otros estudios, en contraste, se ha demostrado 

que el ingreso de nanopartículas de oro hacia las células puede provocar efectos 
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tóxicos dependiendo de su concentración y acumulación [168], generando 

efectos como la generación de radicales libres que conllevan hasta la apoptosis, 

en conjunto con otros mecanismos moleculares [150], los que de todos modos, 

son dependientes de las características fisicoquímicas de cada nanosistema 

[169]. 

 

Figura 29. Viabilidad celular en las líneas de cáncer ovárico A2780 y SKOV3. Mediante el 

ensayo de MTS se determinó la viabilidad celular luego 3 horas de exposición a los 

nanosistemas. Todos los datos fueron obtenidos con un n=3 al menos en triplicado, barras de 

error = desviación estándar.  n.s.= no significativo. 
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3.2. Proliferación celular 

  

 Se evaluó el efecto de la nanoterapia sobre la proliferación celular de 

células de las líneas A2780 y SKOV3, luego de 24, 48 y 72 h de incubación, 

determinando por el ensayo MTS. La utilización de este ensayo ha sido de 

discusión para determinar proliferación, ya que puede presentar algunos 

interferentes debido a la medición indirecta del número celular y la dependencia 

de la colorimetría, la cual, en diversos contextos puede verse alterada, como por 

ejemplo por la presencia de nanopartículas que ejerzan efectos catalíticos, 

emitan o absorban luz y aumenten o disminuyan la reacción colorimétrica o 

tratamientos que bajo estimen los efectos antiproliferativos [170, 171]. No 

obstante, con los controles adecuados, las bajas concentraciones incubadas y 

los resultados de los ensayos de viabilidad previos, estos efectos pueden ser 

baipaseados. Asi, en los tiempos evaluados mediante este método, es posible 

determinar los efectos sobre la proliferación, debido a que ya han sucedido varios 

ciclos de división celular, presentando un aumento exponencial del valor de 

absorción de formazán, por lo tanto, mayor número de células viables a cada 

tiempo. Al analizar los efectos de la nanoterapia luego de 24h de incubación, se 

observó una disminución inicial de la viabilidad celular, al comparar con el tiempo 

de 3 h, lo cual sugiere un efecto citotóxico inicial provocado por la nanoterapia, 

quimioterapia y nanoquimioterapia, con un 8, 58 y 67% en la reducción de la 

viabilidad para la línea A2780 y un 12, 54 y 62% de reducción para la línea 
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SKOV3, respectivamente. A su vez, se observa que a las 24 h la proliferación 

celular con respecto a los controles sin tratar, miR145 sin agente de transfección, 

nanosistema sin miRNA (GNS-FSH33) y nanosistema con miRNA scramble 

(GNS-FHS33-SC), se ve reducida en un 23% para ambas líneas celulares. La 

quimioterapia respondió a una disminución de un 63%, y a su vez, al exponer a 

las células a ambos tratamientos en conjunto, la proliferación se redujo hasta en 

un 70% sin diferencias significativas entre ambos tratamientos.  

 

 Al comparar los efectos en la proliferación celular en el tiempo, se 

observó una significativa disminución de ésta en las células tratadas con 

nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, tanto a las 48 como a las 72 

horas (figura 30). Luego de 48 horas se observó un efecto claro en la proliferación 

celular, con una disminución frente a la exposición a la nanoterapia de 48 y 55% 

para las líneas A2780 y SKOV3, respectivamente. En cuanto a la quimioterapia, 

la disminución fue de un 76% y la nanoquimioterapia en un 83% para ambas 

líneas celulares, mostrando diferencias significativas. Asimismo, al evaluar el 

efecto a las 72 horas, la nanoterapia disminuye la proliferación hasta un 76 y un 

69%, la quimioterapia lo hace hasta un 92 y 89% y el tratamiento conjunto hasta 

un 96 y 94%, respectivamente para A2780 y SKOV3 (figura 30).  

 

 Ante esto, los resultados indican que, a tiempos superiores a 3 horas 

de incubación con la nanoterapia, ésta ejerce efectos celulares, disminuyendo la 
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viabilidad celular en una primera instancia hasta las 24 h y luego de haber 

sucedido ciclos replicativos, actúa como un inhibidor de la proliferación celular, 

provocando un efecto citostático permanente en ambas líneas celulares. Esto se 

explica debido a que, como se obtuvo en los experimentos anteriores, el 

nanosistema hace ingreso a las células en 3 horas, sin presentar efectos en la 

viabilidad, no obstante, la carga de miRNA que probablemente es liberada luego 

de este tiempo, comienza a ejercer efectos celulares posteriores a las 3 horas, 

como fue obtenido para 24, 48 y 72 h.  

 

 El miR-145 regula negativamente la proliferación celular, como se ha 

demostrado ampliamente en la literatura, ejerce su efecto inhibitorio mediante la 

acción en diversos blancos moleculares, tal como mensajeros de proteínas y 

enzimas de la vía de las MAP-kinasas como p38, ERK, el receptor IRS1, 

inhibiendo la vía de señalización MARK/ERK [172], a su vez, se ha demostrado 

la inhibición de la vía de señalización PI3K/AKT, mediante la regulación directa 

de NRAS [173]. 
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Figura 30. Efectos en la proliferación celular en la línea de cáncer ovárico epitelial A2780. 

Mediante el ensayo de MTS se determinó la absorbancia celular luego de 24, 48 y 72 horas de 

exposición a los nanosistemas. Todos los datos fueron obtenidos con un n=3 al menos en 

triplicado, barras de error = desviación estándar.  n.s.= no significativo; *: p<0,05. 

 

 

3.3. Evaluación de la formación de clones tumorales 

  

Se evaluó la capacidad de células A2780 luego de la exposición al 

nanosistema GNS-FSH33-miR145 de producir progenie en condiciones 

independiente de anclaje en una matriz de soft agar en un contexto de tres 

dimensiones (3D), lo cual es considerado un parámetro de correlación de 

tumorigenicidad in vivo dependiente de células madre oncogénicas. Luego de 2 

semanas, se contó el número de clones formados a partir de 7000 células 
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sembradas, observando que la nanoterapia reduce significativamente, de 27 para 

el control no tratado a 7, es decir una reducción de un 74%. Este resultado es 

estadísticamente significativo respecto de los controles (GNS-FSH33, GNS-

FSH33-SC). En este ensayo, observamos que el miR145 libre ejerce un efecto 

sobre la formación de clones, no obstante, este efecto es significativamente 

mayor cuando el miR se encuentra vehiculizado en nanopartículas. Es 

interesante apreciar que el efecto de la quimioterapia no es distinto al ejercido 

por la nanoterapia, en tanto, cuando se exponen ambas terapias en conjunto, el 

efecto aumenta hasta un 87% de disminución de clones formados. Esto indica 

que el nanosistema GNS-FSH33-miR145 tiene un efecto importante, mostrando 

un efecto de reducción en el crecimiento independiente de anclaje, actuando 

como agente único o en combinación con la quimioterapia convencional, 

pudiendo disminuir la tumorigenicidad (figura 31).  

 

Kim et al observó que la expresión exógena del miR145 inhibe el 

crecimiento independiente de anclaje, en ensayos de clonogenicidad, y lo asocia 

a una inducción del proceso de autofagia debido al aumento en la expresión del 

marcador de autofagia LC3 I y II [174]. Algunos autores, en tanto, han 

correlacionado la inhibición del mensajero de la glicoproteína transmembrana 

MUC13 por el miR145, con una disminución en el crecimiento independiente de 

anclaje, debido a que la proteína MUC13 ejerce un rol importante en la adhesión 

celular y se ha observado que su inhibición, al sobreexpresar miR145, disminuye 
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significativamente la proliferación, crecimiento en ensayos clonogénicos y 

aumenta la movilidad celular inhibiendo los contactos célula-célula y célula-

sustrato [175, 176] 

 

 Estos resultados van en línea con el efecto antiproliferativo encontrado 

en cultivo en 2 dimensiones (2D), pero en una conformación tridimensional, la 

cual aporta un contexto molecular más similar a un escenario tumoral real, 

entregando información valiosa en el sentido de la proyección de la nanoterapia 

como tratamiento, debido a que se ha observado que los resultados de 

tratamientos anticancerígenos candidatos evaluados in vitro mediante cultivos 

celulares en 3D, poseen mejor probabilidad de efectividad en estudios in vivo, en 

comparación con los resultados obtenidos de evaluaciones in vitro en 2D [177]. 

    

 

 

A2780  
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Figura 31. Evaluación de formación de clones tumorales de la línea A2780. formación de 

clones a los 14 días con una sola dosis de cada nanosistema. Los resultados son el promedio de 

4 ensayos independientes, n.s. = no significativo; * = p<0,05; ** = p>0,01 

 

 

3.4. Evaluación de la migración celular 

 

 Se evaluó la capacidad de células de cáncer ovárico SKOV3 de migrar 

luego de la exposición por 24 h al nanosistema GNS-FSH33-miR145 mediante el 

método de wound healing cuyos movimientos imitan los patrones de migración 

de ciertos tipos celulares como los tejidos epiteliales, mediante la activación de 

la transición epitelio mesénquima para el cierre de lesiones tisulares. Luego de 

la incubación con los nanosistemas, se realizó una herida en medio de cada 

pocillo de una placa de 96 pocillos con una punta de micropipeta, se lavó con 

PBS de los restos celulares y los tratamientos, luego se agregó medio de cultivo 

nuevo, dejando cerrar la herida hasta 21h, registrando mediante fotografías en 

un microscopio óptico.  

  

 Los resultados indicaron que el miR145 libre no ejerció efectos en la 

migración celular dependiente de transición epitelio mesénquima, 

comportándose igual que el control no tratado. En cuanto a la nanoterapia, se 

observó un efecto a las 8 h de tiempo de cierre de herida, con un 10% menos de 

recuperación, observando que a las 21 h la herida no logró cerrar completamente, 
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llegando a un 85% de recuperación. La quimioterapia logró un porcentaje de 

recuperación a las 21 h de un 40%, en tanto, el efecto de la exposición a ambas 

terapias logró una recuperación de tan solo un 21% (figura 32).  

 

 Varios autores han reportado el efecto del miR145 sobre la migración 

celular y su relación con blancos moleculares específicos [178-180]. Cioce et al, 

encontró que la expresión exógena de miR145 reduce los niveles del factor de 

transcripción OCT4, relacionado con la autorrenovación de células madre, que 

regula directamente el gen de la proteína ZEB1, relacionada con la transición 

epitelio mesénquima, provocando un efecto pro-senescente en las células 

tumorales evaluadas [178].  Por otra parte, Hua et al demostró que el miR145 

tiene como targets directos a los oncogenes CCND2, involucrados en la 

progresión del ciclo celular, y E2F3, factor de transcripción relacionado con la 

proliferación celular, evidenciando efectos en la migración, invasión y crecimiento 

celular mediante la transfección de miR145 mediante nanopartículas magnéticas 

en células de cáncer ovárico [181]. Los resultados de disminución de la migración 

en esta tesis, se correlacionan con lo reportado en la literatura, validando el 

transporte del miR145 mediante nanopartículas de oro. 
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Figura 32. Evaluación de la migración celular mediante el ensayo de recuperación de 

herida. Se evaluó el cierre de la herida a las 8 horas y hasta las 21 horas. Los ensayos fueron 

realizados en triplicado con un n=6, ** = p<0,01. 

 

 

3.5. Liberación de VEGF 

 

Las células de cáncer ovárico secretan al medio factores de proliferación 

vascular como VEGF, por lo tanto, la inhibición de su traducción tiene un efecto 

8 horas  21 horas  
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directo en la proliferación de células endoteliales y formación de novo de vasos 

sanguíneos. Se ha reportado que el miR145 es inhibidor de la traducción del 

mensajero de VEGF, disminuyendo sus niveles intracelulares y secretados.  

 

Para evaluar el efecto de la incorporación de la nanoterapia en la liberación 

del factor angiogénico VEGF, se realizó un inmunoensayo ELISA a medios de 

cultivo obtenidos de células A2780 incubadas con nanoterapia por 0, 3 y 15 h. 

Los resultados indicaron que, a las 3 h de incubación, no existieron diferencias 

significativas en la liberación de VEGF entre los tratamientos. No obstante, a las 

15 h de incubación, los medios de cultivo provenientes desde células tratadas 

con nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia presentaron niveles 

significativamente menores de VEGF respecto de los controles sin tratamiento y 

miR145. El tratamiento con nanoterapia provocó una liberación de VEGF de un 

25% menos, en comparación con el control tratado con miR145 sin agente de 

transfección. En tanto, la nanoquimioterapia disminuyó en un 36% la liberación 

de VEGF y la quimioterapia un 45% (figura 33). Este efecto, se obtuvo luego de 

3 h de incubación, lo cual se correlaciona con los tiempos de ingreso de la 

nanoterapia a las células, teniendo un efecto molecular, en este caso la liberación 

de VEGF, al menos desde 15 h de incubación. 

 

Estos resultados podrían correlacionarse con lo reportado en la literatura, 

en donde se ha encontrado, por ejemplo, que las vías de señalización 
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dependientes del factor IGF-1 (insuline-like growth factor 1), IRS1 (insuline 

receptor substrate 1) y Ras, que están fuertemente involucradas en la expresión 

del factor VEGF, se encuentran reguladas directamente por el miR145 [182, 183]. 

Xu et al, demostró que el miR145 inhibe la expresión post-transcripcional de la 

proteína p70S6K1, que es un regulador rio arriba de factores relevantes en la 

angiogénesis, como HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) y VEGF, los cuales 

disminuyen sus niveles cuando el miR145 es sobreexpresado tanto in vitro como 

in vivo [184].  En esta misma línea, se ha reportado que además el miR145 tiene 

como target directo al mensajero de VEGF, hibridando parcialmente en el 

extremo 3’ e inhibiendo su traducción [185]. Por lo tanto, la disminución en los 

niveles de VEGF en el medio de células A2780 incubadas con nanoterapia se 

condicen con los mecanismos inhibitorios del miR145 reportados en la literatura 

para VEGF.  
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Figura 33. Liberación de VEGF en células A2780 incubadas con nanoterapia. Se incubaron 

células A2780 con nanoterapia y se cuantificó en el medio de cultivo la presencia de VEGF 

mediante inmunoensayo, luego de 0, 3 y 15 horas de exposición. Todos los datos fueron 

obtenidos con un n=3 al menos en triplicado, barras de error: desviación estándar.  n.s.: no 

significativo; *: p<0,05 respecto del control con miR145 libre. 

 

 

3.6. Proliferación de células endoteliales EA.hy926 por efecto de VEGF en 

medios de cultivos de células A2780 incubadas con nanoterapia  

 

 Se evaluó el efecto de medio condicionado proveniente de células de 

cáncer ovárico de la línea A2780 tratadas con nanoterapia, quimioterapia y 

nanoquimioterapia, en la proliferación de células endoteliales EA.hy926, 

mediante el método colorimétrico MTS, luego de 48 h de incubación.  
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 Los resultados indican que las células endoteliales incubadas con los 

medios provenientes de células de cáncer de ovario A2780, tratadas con con 

nanoterapia, redujeron la proliferación en 31%, quimioterapia en un 35% y la 

nanoquimioterapia en un 61%, en tanto, el medio proveniente del tratamiento con 

miR145, no tuvo efectos en la disminución de la proliferación de las células 

endoteliales (figura 34). Estos resultados, se correlacionan directamente con los 

niveles cuantificados de VEGF en los medios de células A2780 tratados con 

nanoterapia (figura 33), resultando en menor proliferación en células endoteliales 

que fueron incubadas con medios de cultivo con menores niveles de VEGF, como 

aquellos provenientes de células tratadas con nanoterapia o nanoquimioterapia, 

en comparación con aquellos provenientes de los controles, que no provocaron 

efectos inhibitorios en la proliferación de células endoteliales. En línea con estos 

resultados, se ha demostrado por Cho et al que, tanto VEGF-A como N-RAS son 

targets directos del miR145, observando que al sobreexpresar el miR145, los 

niveles de VEGF disminuyen, provocando importantes efectos inhibitorios en la 

angiogénesis evaluada tanto in vitro como in vivo  [186].  
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Figura 34. Evaluación de la proliferación celular con medio condicionado de células A2780. 

Todos los datos fueron obtenidos en triplicado con un n = 8, barras de error: desviación estándar. 

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001. 

 

 

 

3.7. Evaluación de los efectos en esferoides tumorales 

 

Para evaluar los efectos de la nanoterapia en un contexto celular 

tridimensional tumoral, se formaron esferoides tumorales sólidos individuales, de 

la línea SKOV3 en placas de 96 pocillos, mediante el método liquid overlay 

technique (LOT), que consiste en la agrupación espontánea de células tumorales 

en una superficie antiadherente con fondo cóncavo para obtener la formación de 

un esferoide por pocillo, los cuales se pueden evaluar individualmente como un 

microtumor [187].  
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Al sexto día de incubación a partir de 7000 células individuales, se 

obtuvieron esferoides homogéneos de aprox. 265 mm2 de área y 500 µm de 

diámetro (figura 35), en donde se observó, mediante microscopía óptica, un 

centro denso, correspondiente con una estructura tridimensional (figura 35 B).  

Los esferoides formados se expusieron a tratamientos con nanoterapia, 

quimioterapia y nanoquimioterapia, se observó su morfología y se midió su 

tamaño y área diariamente. Al quinto día de exposición a los tratamientos, se hizo 

la última medición y se procedió a realizar los ensayos de viabilidad mediante el 

método colorimétrico de MTS, el ensayo de muerte celular mediante la liberación 

de LDH y el ensayo Anexina V/ioduro de propidio en esferoides intactos.  

 

       

Figura 35. Crecimiento de esferoides de la línea SKOV3 hasta el día 6. A) Gráfico de la 

medición del área de esferoides seleccionados al azar para cada tratamiento, barras de error = 

desviación estándar, duplicado, n=12, B) esferoide representativo al día 6 de crecimiento. 

 

A B 
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Los resultados muestran que los esferoides sin tratar disminuyeron su 

área y diámetro hasta el día 2, en donde el proceso de compactación se detuvo, 

manteniendo su tamaño hasta el día 5. En tanto, los esferoides tratados con 

miR145, nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, redujeron su tamaño y 

área constantemente hasta el día 5, en comparación con el control sin tratar 

(figura 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Curvas de disminución de tamaño de esferoides de la línea SKOV3 tratados 

hasta el día 5. A) gráfico de la medición del área y B) gráfico de la medición del diámetro. barras 

de error = desviación estándar, duplicado, n=12, *: p<0,05. 
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Al tercer día de tratamiento se observan efectos significativos en la 

disminución del área (figura 36 A, figura 37), en tanto, al quinto día de exposición, 

se observa en la imagen de microscopía óptica una disminución considerable del 

tamaño de los esferoides tratados, siguiendo al mismo esferoide, representativo 

de un total de 12 (figura 37 A).  

 

En cuanto a la cuantificación de área, el tratamiento con miR145 redujo 

en un 33% el área de los esferoides, la nanoterapia un 41%, quimioterapia 43% 

y la exposición conjunta un 46% todos significativamente distintos del control sin 

tratar, no obstante, sin diferencias significativas entre ellos (figura 37 B). 

Asimismo, el diámetro de los esferoides disminuyó de 490 a 392 µm para la 

nanoterapia, que presentó la mayor disminución en el diámetro, sin ser 

significativamente distinto del resto de los tratamientos (figura 37 C).  

 

Es de esta manera, que podemos evidenciar que, los tratamientos con 

miR, nanoterapia, quimioterapia convencional y la exposición a ambas terapias, 

tuvieron un efecto directo en la disminución del tamaño y área de los esferoides 

tumorales formados, probablemente mediado por mecanismos específicos de 

toxicidad en las células de los esferoides. 
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Figura 37. Efectos de la nanoterapia sobre el tamaño y área de esferoides tumorales de la 

línea SKOV3. A) imágenes de microscopía óptica del curso temporal de los tratamientos, B) 

determinación del área de los esferoides al quinto día, C) determinación del diámetro de los 

esferoides al quinto día. Experimentos realizados en duplicado, con un n=12, * = p<0,05; ** = 

p<0,01 respecto del control sin tratar.  

 

 

Para investigar acerca de los mecanismos que la nanoterapia ejerce sobre 

la reducción del tamaño de los esferoides tumorales, se realizaron ensayos de 

viabilidad celular, daño celular y muerte por apoptosis, directamente en los 

esferoides incubados.  
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Al evaluar la viabilidad celular en los esferoides intactos, los resultados 

demuestran que, tanto el miR145 libre, como la nanoterapia disminuyeron la 

viabilidad en un 40%, en comparación con el control sin tratar, la quimioterapia lo 

hizo en un 64%, en tanto, la nanoquimioterapia redujo la viabilidad del esferoide 

un 70% manteniendo diferencias significativas respecto de la quimioterapia 

(figura 38 A).  

 

El ensayo de permeación de LDH, demostró que el tratamiento con 

miR145 provocó una permeación del 33%, la nanoterapia con una diferencia 

significativa respecto del miR145, un 47%, la quimioterapia un 63% y la 

nanoquimioterapia un 79%, respecto del control sin tratar, significativamente 

mayor que la quimioterapia (figura 38 B). 

 

En síntesis, todos los tratamientos lograron reducir el tamaño de los 

esferoides, provocando injuria celular y daño en la membrana plasmática. La 

nanoterapia provocó reducción de la viabilidad de manera similar al miR145 libre, 

sin embargo, ejerció mayor daño en la membrana celular. Interesantemente, la 

nanoquimioterapia logró un efecto mayor, tanto en la viabilidad como en el daño 

en la membrana plasmática, en comparación con la quimioterapia. Estos 

resultados son un indicio de mecanismos de muerte celular como necrosis o 

apoptosis en estadios tardíos, explicando el comportamiento de reducción de 

tamaños en los esferoides tratados. 
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Figura 38. Evaluación de la viabilidad y muerte celular de los esferoides tratados. A) ensayo 

de MTS en esferoides intactos, datos en duplicado, n=8; barras de error = desviación estándar; * 

= p<0,05 respecto del control sin tratar; # = p<0,05. B) ensayo de permeación de LDH, datos en 

duplicado, n=12, barras de error = desviación estándar; ** = p<0,01; *** = p<0,001. 

 

 

Finalmente, 3 esferoides por condición fueron aislados en una placa de 

96 pocillos de lados opacos y fondo claro e incubados con anexina V (AV) y 

ioduro de propidio (IP) y visualizados en un microscopio de fluorescencia. Es 

posible apreciar en las imágenes obtenidas y en la cuantificación de la 

fluorescencia, que los esferoides tratados con nanoterapia y nanoquimioterapia 

presentaron mayor intensidad de fluorescencia para AV y IP, reflejado en la 

mayor intensidad amarilla de la imagen superpuesta, revelando marcas positivas 

para AV (+) / IP (+), lo que se correlaciona con muerte celular por apoptosis tardía 

o necrosis inducida por estos tratamientos (figura 39). En el caso del tratamiento 

con quimioterapia convencional, se observa que la marca verde es de intensidad 

B A 
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similar que el control, sin embargo, la marca roja (correspondiente a IP) es 

significativamente mayor, es decir AV (-) / IP (+) apreciándose pocas zonas de 

color amarillo en la imagen superpuesta, lo que se correlaciona con muerte 

celular debido a necrosis. Los resultados para el tratamiento con miR145, en 

tanto, no son significativamente distintos que el control sin tratar.   

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Evaluación del mecanismo de muerte celular en esferoides intactos. Ensayo de 

tinción con AV y IP. A) imágenes de fluorescencia representativas de esferoides incubados con 

AV y IP luego de cada tratamiento. B) cuantificación de la fluorescencia resultante. Ensayo 

realizado en duplicado, n=3; barras de error = desviación estándar; * = p<0,05 respecto del control 

de AV no tratado; # = p<0,05 respecto del control de IP no tratado. 
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El ensayo de marcaje con AV / IP ha suscitado controversia en la 

literatura, principalmente debido a la ocurrencia de falsos positivos para la marca 

de IP. El IP es una molécula impermeable a las membranas celulares que 

expresa marca fluorescente roja cuando se logra intercalar en el DNA, 

correlacionándose con una señal de necrosis celular. Así, cuando la célula se 

encuentra viable o en proceso inicial de apoptosis, no exhibe la marca roja 

asociada al IP. En etapas de apoptosis temprana, debido a que las membranas 

celulares se encuentran íntegras, sólo se observa señal positiva para AV debido 

a la interacción con la fosfatidilserina translocada, no obstante, en el proceso 

temporal de la apoptosis, entre apoptosis temprana y tardía, en ocasiones, 

debido a la aparición permeabilidad en la membrana celular y la abundante 

presencia de RNAs en el medio citoplasmático, se ha reportado marca positiva 

debido a la intercalación del IP con estos RNAs, generando una señal AV (+) / IP 

(+). Este marcaje puede ser tomado como consecuencia del proceso de necrosis, 

sin embargo, lo cual puede ser correcto, sin embargo, también puede ser debido 

solo a apoptosis tardía debido a marca positiva para PI de los RNAS 

citoplasmáticos como falso positivo [188]. Para poder discriminar los mecanismos 

de muerte celular que están ocurriendo, se hace necesario ubicarse en un 

contexto cinético de los efectos celulares, realizando ensayos en distintas 

temporalidades para observar la variación dinámica en las marcas observadas 

[189].  Otros autores han sugerido modificaciones en el protocolo AV / IP que 

involucran la adición de RNAsas previo a la incubación con la posterior fijación 
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de las células en un monocultivo en 2D [190]. No obstante, para indagar más 

profundamente acerca de los mecanismos se hace necesario la realización de 

ensayos moleculares confirmatorios como la activación de la cascada de 

caspasas, fragmentación del DNA, entre otros. 

 

Los resultados obtenidos en esferoides se correlacionan con lo obtenido 

para cultivos en 2D y se sustentan en lo revisado en la literatura. En cuanto a los 

mecanismos de muerte celular, se condicen con lo encontrado por Wang et al 

que reportó que el miR-145 puede activar la vía de señalización apoptótica 

ROCK1/NF-кB, mediante la inhibición en la expresión de ROCK1 inhibiendo el 

ciclo celular y llevando a apoptosis [191].  

 

Pocos estudios acerca del rol del miR145 se han llevado a cabo en 

esferoides tumorales. Mediante la transfección de miR145, se ha observado que, 

el miR inhibe la formación de esferoides en células de cáncer de próstata, 

aludiendo a la disminución en la capacidad de auto renovación de las células 

madre cancerígenas, debido a la inhibición de los marcadores CD133 y CD44, 

en conjunto con los factores de transcripción relacionados a la pluripotencialidad 

celular Oct4, c-Myc y Klf4 [192]. Por otra parte, Zhu et al, reportó que la 

transfección con miR145 en células SW620 de cáncer de colon, reducen de forma 

importante la formación de esferoides, proponiendo como blanco el factor de 

transcripción SNAI1, con rol critico en la mantención de la capacidad de las 
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células madre tumorales [193]. En estos estudios, para evaluar los efectos de la 

incorporación del miR se han utilizado agentes tradicionales de transfección 

como lipofectamina, logrando la incorporación y aumento en los niveles 

intracelulares del miR. Los ensayos de incorporación realizados sobre 

monocultivos de células A2780, evidencian que existe incorporación celular del 

miR145, siendo la nanoterapia efectiva en vehiculizar al miR al interior celular. 

Esto entra en correlación con estudios en donde se evalúa el ingreso de 

nanopartículas en esferoides tumorales. Tchoryk et al, demostró que 

nanopartículas modificadas con polietilenglicol pueden penetrar esferoides 

tumorales hasta alcanzar su núcleo, lo cual depende del tamaño y las 

características fisicoquímicas de las nanopartículas [194]. Huang et al, demostró 

que además de la carga superficial y el tamaño, también afecta la corona de 

proteínas formada y la dinámica del fluido en la penetración de nanopartículas en 

esferoides [195]. Por otra parte, Durymanov et al, mostró que nanopartículas de 

100 nm, las cuales tuvieron la mayor eficacia de captación en monocultivo, 

pudieron penetrar esferoides tumorales, inclusive luego de inhibir procesos de 

endocitosis, disminuyendo solo la internalización en la periferia del esferoide, 

concluyendo que co-existen mecanismos de ingreso como la endocitosis, 

transcitosis, transporte transcelular, así como mecanismos de difusión [196]. 

Adicionalmente, Wuang et al, reportó la utilización de nanopartículas de silica 

mesoporosa para la entrega de un miR y un siRNA en esferoides tumorales, 
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logrando penetrar y liberar la carga de iRNAs mediante el uso de activación por 

irradiación con láser para promover el escape endosomal [197]. 

 

La estructura tridimensional nativa de los carcinomas establece un 

sinnúmero de interacciones importantes para el desarrollo del tumor, tal como 

regulaciones autocrinas, paracrinas, regulación del oxígeno, entre otras, así 

como la expresión diferencial de moléculas de adhesión, contacto celular y 

señalización, que pueden modificar el contexto del comportamiento celular. 

Procesos que no ocurren o pueden ser significativamente distintos en 

comparación con lo que sucede en monocapas de cultivo celular tradicional. Es 

así como los resultados alentadores obtenidos utilizando estos modelos, muchas 

veces no prosperan al ser evaluados en modelos preclínicos. De esta manera, el 

modelo de esferoides tumorales se presenta como un estrato intermedio de 

complejidad entre los cultivos bidimensionales y los tumores sólidos in vivo.   

 

Los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran en línea con lo 

reportado en la literatura, presentado la nanoterapia como una alternativa viable 

de evaluar en modelos más complejos, como los modelos preclínicos.  
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Capítulo 4: Conclusiones generales y proyecciones 
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V. CONCLUSIÓN GENERAL Y PERSPECTIVAS 

 

 Los alcances de la nanotecnología en las aplicaciones biomédicas son 

cada vez más ambiciosos y a su vez cercanos a un uso real. Desde la utilización 

de nanosistemas para la detección eficiente y de alta sensibilidad de marcadores 

moleculares de enfermedades [198, 199] hasta sistemas nanométricos para el 

transporte eficiente y selectivo de fármacos existentes [200, 201] o de nuevos 

agentes moleculares terapéuticos innovadores, como el uso de microRNAs como 

terapia de blancos múltiples.   

 

El desarrollo de dispositivos nanobiotecnológicos para la medicina 

conlleva el acucioso estudio de sus características fisicoquímicas debido a la 

compleja y delicada interacción de la materia en la nanoescala. De esta manera, 

se hace indispensable establecer a cabalidad las características del nanosistema 

en construcción para conformar adecuadamente su estructura final. El 

conocimiento adecuado de características como el tamaño, diámetro 

hidrodinámico, carga superficial, morfología, grado de agregación, propiedades 

ópticas, permiten modular la manipulación de los nanosistemas hasta lograr la 

conformación deseada. Es por ello, que en la parte inicial de este trabajo se 

realizó un estudio acabado de las características fisicoquímicas en cada paso de 

síntesis del nanosistema en construcción, permitiendo obtener un sistema 

candidato para ser evaluado en modelos biológicos in vitro, el cual contó con un 
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tamaño idóneo para ingresar a los tumores por la vía sanguínea mediante la 

utilización del efecto EPR y tener la capacidad de ingreso mediante endocitosis 

a las células tumorales para descargar su contenido terapéutico.  

 

La nanoterapia, como se le denominó al nanosistema final, se conformó 

de GNS de 12 nm conjugadas con moléculas de polietilenglicol de 5kDa como 

agente espaciador y estabilizante, funcionalizadas con el péptido FSH33 y 

moléculas del microRNA mimic miR145. Su conformación final se determinó en 

134 nm de diámetro, 2 mV de carga superficial, transportando una concentración 

de 18 moléculas de miR145 por nanosistema. En estudios previos se describió 

la utilización de sistemas nanoparticulados para el transporte de siRNAs o miRs 

[141, 144, 202], así como la utilización de moléculas de direccionamiento bajo 

diversas estrategias [104, 203], no obstante, no se ha descrito un ensamblaje que 

involucre al péptido FSH33 como molécula de selectividad celular en conjunto 

con el miR145 como molécula terapéutica, asociada a nanopartículas de oro bajo 

la conformación desarrollada en esta tesis.  

 

La evaluación in vitro de la nanoterapia como agente terapéutico 

candidato, permitió conocer las propiedades y efectividad contra modelos de 

cáncer de ovario en 2D y 3D, dilucidando la capacidad de actuar como agente 

terapéutico citotóxico o citostático y los mecanismos de acción asociados. Estos 

resultados permiten auspiciar su posible incorporación en un protocolo estándar 
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para ensayos preclínicos como tratamiento neoadjuvante o adjuvante 

concomintante, en conjunto con quimioterapia tradicional con agentes derivados 

del platino y paclitaxel, tratamientos de base para el cáncer ovárico.  

 

En los estudios realizados en este trabajo, la nanoterapia presentó efectos 

sobre la viabilidad celular a tiempos mayores que 3 horas, observándolos hasta 

las 24 horas de incubación. Luego de este periodo, presentó efectos citostáticos 

hasta las 72 horas. En contraste, el tratamiento celular concomitante con 

carboplatino/paclitaxel + nanoterapia, resultó en un aumento en el efecto sobre 

la viabilidad y antiproliferativo a las 48 y 72h, en comparación con la quimioterapia 

por si sola. Resultados similares fueron obtenidos en el ensayo de recuperacipon 

de la herida, en donde se observó que la nanoterapia presentó efectos de 

disminución en la migración celular, no obstante, al ser incubada 

concomitantemente con la quimioterapia, el efecto antimigratorio se acrecentó en 

un 50% respecto de la quimioterapia. Asimismo, se determinó que la nanoterapia 

y nanoquimioterapia disminuyeron la liberación de VEGF al medio de cultivo y 

que la reducción en estos niveles se correlacionó con una disminución 

significativa de la proliferación de células endoteliales. En síntesis, la nanoterapia 

presentó efectos sobre la viabilidad celular y antiproliferativos, manteniendo un 

comportamiento citostático en el tiempo. Provocó disminución en la migración 

celular y liberación de VEGF. En un contexto in vivo, estos resultados pueden 

tener una contribución importante en disminución de la formación de vasos 
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sanguíneos de novo en las cercanías del tumor, siendo de elevada importancia 

para el cáncer ovárico, que se caracteriza por poseer una gran capacidad 

angiogénica con presencia de alta irrigación sanguínea. En un entorno en 3D la 

nanoterapia ejerció efectos sobre la formación de clones tumorales, lo cual es 

una señal de reducción en la tumorigenicidad, en donde en un contexto in vivo 

se encuentra asociada a células madre oncogénicas. En línea con estos 

resultados, los efectos sobre esferoides tumorales individuales fueron de 

reducción del tamaño y área, lo que se correlacionó con disminución en la 

viabilidad del esferoide, mediante mecanismos como daño en la membrana e 

inducción de la apoptosis celular.  

 

La terapia concomitante con carboplatino/paclitaxel + nanoterapia sostuvo 

mejores efectos tanto en monocultivos de células de cáncer ovárico, como en 

estructuras microtumorales en 3D, obteniendo, en ambos modelos, resultados 

alentadores. Esto hace plausible su uso en conjunto con la quimioterapia de base 

en una posible evaluación preclinica. En sumatoria con esto, se ha reportado que 

la transfección del miR145 sensibiliza células de cáncer ovárico al tratamiento 

con quimioterapéuticos, mediante la inhibición directa de los mensajeros de la 

kinasa-6 ciclina dependiente (Cdk6) un regulador maestro de a progresión del 

ciclo celular y Sp1, un factor de transcripción constitutivamente expresado que 

regula genes requeridos para la supervivencia, crecimiento, diferenciación, 

desarrollo y progresión tumoral llevando a un arresto del ciclo celular y 
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acumulación de agentes antineoplásicos [204], por lo que el tratamiento con 

nanoterapia a largo plazo, podría tener efectos potenciadores, al ser administrada 

concomitantemente con otros agentes quimioterapéuticos. 

 

Los efectos demostrados en un contexto tridimensional entregan 

importantes resultados en el sentido de la proyección del uso de la nanoterapia, 

debido a que el contexto celular y molecular del esferoide es cercano a lo que 

ocurre en un tumor in vivo. Las células tumorales crecidas en un contexto 

tridimensional presentan similitud histomorfológica con los tumores, presentando 

propiedades de transporte de masas, gradiente de oxígeno y nutrientes 

correspondientes a tejidos tumorales in vivo. Debido a la presencia de matriz 

extracelular en 3D, presentan interacciones célula-matriz, célula-célula con 

autentica patofisiología y patrones de diferenciación similares a los tumores  

[205]. Se ha observado que la expresión génica resultante en cultivos en 3D es 

más cercana a los perfiles de expresión de tumores in vivo que aquellos 

obtenidos en cultivos en 2D, presentando patrones de expresión diferentes para 

moléculas de adhesión, señalización y crecimiento, entre otras [206, 207]. 

Además, existe una alta probabilidad que fármacos candidatos pierdan su 

eficacia en un ambiente patofisiológico en 3D, ya que las células de esferoides 

tumorales in vitro pueden adquirir ciertos tipos de resistencia a la apoptosis 

inducida por fármacos, que imitan la quimiorresistencia encontrada en tumores 

sólidos [208]. De esta manera, los resultados obtenidos en este trabajo son 
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auspiciosos y sientan las bases proseguir de una forma más dirigida, futuros 

estudios en modelos preclínicos de cáncer de ovario [209]. 

 

Los protocolos de tratamiento para pacientes con cáncer de ovario son 

variados y van en acuerdo con la etapa de evolución de la enfermedad, co-

morbilidades, rango etario, etc. [210]. No obstante, la cirugía de citorreducción 

sigue siendo la primera línea de tratamiento, la cual puede ser antecedida por 

terapia neoadjuvante para disminuir la masa tumoral hasta niveles de 

aceptabilidad adecuados. La terapia neoadjuvante consta de cisplatino o 

carboplatino + paclitaxel, en conjunto o no, con terapia dirigida anti-VEGF con el 

anticuerpo humanizado Bevacizumab. De cara a posibles estudios pre-clinicos 

para la evaluación in vivo de la nanoterapia, de acuerdo a los resultados 

obtenidos en conjunto con la quimioterapia estándar, es probable que pueda 

incorporarse en la fase neoadjuvante del tratamiento primario, con el objetivo de 

evaluar los efectos en la disminución del tamaño de tumores ortotópicos 

implantados en modelo murino, así como atacar posibles focos metastáticos 

diseminados en el animal de manera más selectiva. En un protocolo estándar, 

posterior a la cirugía, es posible la utilización de terapia adjuvante, que sigue 

básicamente los mismos lineamientos que la terapia primaria, con cambios de 

acuerdo con la patología del tumor. No obstante, la terapia adjuvante puede ser 

sistémica o intraperitoneal. Debido a los resultados de la nanoterapia en la 

inhibición de la formación de clones tumorales, así como su efecto en los 
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esferoides tumorales, es que se podría proyectar su uso en estas fases del 

tratamiento en un modelo in vivo ortotópico. Una de las características 

importantes y que reflejan alta malignidad en la enfermedad a la hora del 

diagnóstico, es la presencia de ascitis en la cavidad peritoneal, lo cual refleja 

principalmente diseminación peritoneal, siendo concordante con bajo pronóstico 

de vida [211]. La ascitis metastática está compuesta por fluido peritoneal que 

contiene una serie de factores solubles y celulares que promueven un 

microambiente pro-inflamatorio y pro-tumoral. En él se encuentran células 

metastáticas derivadas de los tumores así como esferoides multicelulares, los 

cuales son los responsables de colonizar sitios distantes y promover la 

metástasis tumoral [212]. Es así, que la nanoterapia pudiese ser estudiada en el 

contexto de protocolos de terapia intraperitoneales in vivo, en donde pueda 

ejercer acción antitumoral directamente sobre los esferoides tumorales 

circundantes en el líquido ascítico. Del mismo modo, evaluaciones in vivo de la 

administración de nanoterapia adjuvante, concomitante con quimioterapia, de 

manera intravascular, podría ejercer efectos citostáticos, antiproliferativos y 

proapoptóticos, tanto en las células tumorales remanentes del tumor primario, 

como de células tumorales metastáticas distantes, en el caso de una evaluación 

intravascular luego de citorreducción in vivo. Adicionalmente, ciertos protocolos 

para el tratamiento de cáncer ovárico plantean la utilización de olaparib, niraparib 

o rucaparib, inhibidores de la poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), como terapia 

neoadjuvante o adjuvante en ciertos casos en que los tumores posean 
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alteraciones en la vía de reparación por recombinación homóloga. Esto, debido 

a que la inhibición de PARP puede resultar en muerte celular preferente cuanto 

otro mecanismo de reparación celular se encuentra deficiente, como la 

recombinación homóloga [213]. En este sentido, se ha reportado que el miR145 

participa en la inhibición de PARP mediante la regulación de agentes pro-

apoptóticos, como Bax, caspasa 3, caspasa 9 y disminución del anti-apoptótico 

Bcl-2. Esto, otorgaría efectos potenciadores a la quimioterapia convencional y 

entraría en línea con este tipo de protocolos de acción. 

 

Los efectos celulares de la nanoterapia se deben a la acción del miR145 

como agente terapéutico, el cual es transportado y protegido de manera eficiente 

y selectiva hacia las células tumorales mediante el nanosistema construido. La 

multiplicidad de blancos moleculares directos e indirectos que posee el miR145, 

lo hace un agente terapéutico idóneo para el tratamiento de cáncer, debido a que 

puede abordar múltiples características tumorales, en comparación con los 

quimioterapéuticos tradicionales o RNAs silenciadores específicos. Se ha 

demostrado ampliamente que aumentos en los niveles intracelulares del miR145 

promueven la inactivación de diferentes proteínas, enzimas y factores de 

transcripción de importancia para el desarrollo de características tumorales, 

como proteínas de las vías de señalización celular involucradas en la 

proliferación celular [173], glicoproteínas de transmembrana asociadas al 

crecimiento independiente de anclaje [176], factores de transcripción 
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relacionados con la migración mediante transición epitelio mesénquima [178], 

crecimiento [56], angiogénesis [183],  resistencia a fármacos [204], etc.  

 

Lo antecedentes registrados en esta tesis, permiten la aseveración del 

cumplimiento de la hipótesis planteada al inicio de este trabajo, y entregan la 

perspectiva de que la nanoterapia es un desarrollo plausible de ser propuesto 

como terapia dirigida que puede ser administrada concomitantemente con la 

utilización de esquemas de base como la quimioterapia basada en 

platino/paclitaxel, pudiendo ser insertada en cualquier etapa del tratamiento. Para 

esto se hace necesario el estudio de las variables mediante la administración en 

modelos preclínicos de cáncer ovárico. 

 

Por otra parte, es notoriamente interesante que el nanositema diseñado 

para cargar moléculas de miR145 en esta tesis, puede igualmente ser utilizado 

para transportar otras moléculas de miRs eficientemente hacia células de cáncer 

ovárico, en el caso del nanosistema GNS-FSH33, así como hacía otros tipos de 

cáncer mediante la utilización del sistema GNS-FA. De este modo, el uso de 

estos nanotransportadores puede ser modelado en cuanto a la carga y tipo de 

molécula terapéutica en su superficie. Debido a las características fisicoquímicas 

prácticamente idénticas, es también factible el transporte siRNAs, ampliando así, 

las incipientes propuestas terapéuticas mediante la utilización de iRNAs. Es 

posible de abordar mediante este nanotransportador, terapias de doble o triple 
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silenciamiento especifico mediante siRNAs que tengan como blancos, 

mensajeros relacionados a distintas características cancerígenas. Así también, 

en una conformación más “agresiva”, la incorporación de 2 o 3 moléculas de miRs 

sobre el nanosistema puede provocar efectos anticancerígenos en múltiples 

flancos moleculares pudiendo debilitar el fenotipo cancerígeno con mayor 

probabilidad, e inclusive abriéndose a la posibilidad de incorporar medicina 

personalizada de acuerdo a analisis moleculares de biopsias tumorales [214, 

215]. 

 

El estudio de desarrollos nanobiotecnológicos como la nanoterapia, se 

pronostican como auspiciosos, debido a los prometedores resultados obtenidos 

en diversos estudios en la literatura, sin embargo, requieren de rigurosos análisis 

y estudios tanto en la caracterización de sus propiedades fisicoquímicas, como 

en los ensayos biológicos in vitro e in vivo para asegurar la fármaco-seguridad, 

lo cual puede ser una piedra de tope para la producción masiva de estas 

formulaciones. No obstante, la medicina del futuro se encuentra 

fundamentalmente basada en la direccionalidad del tratamiento y la construcción 

personalizada en el desarrollo de fármacos, por lo que su obtención contribuye 

positivamente y abre un camino relevante hacia este objetivo último. 
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